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1. STRESZCZENIE

W pracy tej badano dzialanie nukleotydéw adeninowych — Ap,A

1 ATP — naturalnych aktywatorow receptoréw purynowych na funkcje

wydalnicza nerek. Dos$wiadczenia przeprowadzono na znieczulonych

szczurach (Wistar, samce 200 — 250g), ktorym w infuzji dozylne;j

podawano Ap4A oraz analogi ATP: B,y-metylenoATP (B,y-MeATP) oraz

2-metylotioATP (2-MeSATP). Dodatkowo wykonano do$wiadczenia na

izolowanych kigbuszkach celem okreslenia wptywu ApsA na objegtos¢

wewnatrzkapilarng (GIS). Do$wiadczenia wykazaty, ze:

1.

Infuzja ApsA (2 pmol/kg + 20 nmol/min/kg) obniza GFR, RPF,
nie zmieniajac Sredniego cisnienia tetniczego krwi (MAP).
Wyliczono, ze ApsA zwigksza opor naczyn krwiono$nych w
nerkach (RVR) z wartosci 7,0 = 0,3 do 10,4 = 0,6 mmHg/ml min
(p < 0,05). Natomiast Ap4;A dodany do zawiesiny izolowanych
ktebuszkow nerkowych (w stezeniu 10 nM) redukuje przestrzen
wewnatrzkapilarna ktebuszkow (GIS) o okoto 18 +2,6%

Infuzja Ap;A zwigksza wydalanie jonu sodowego (okoto
5-krotnie) 1 diureze (okoto 2-krotnie), a dziatanie to znosi

suramina - antagon receptorow P2.

. Natriuretyczne 1 diuretyczne dziatanie obserwowano réwniez gdy

zwierzeta otrzymywaty B,y-MeATP (agon receptorow P2X) lub
2-MeSATP (agon receptorow P2Y). Frakcyjne wydalanie sodu
wzrosto okoto 2-krotnie.

Infuzja ApsA oraz testowanych analogow ATP powoduje
obnizenie klirensu litu (Cy;), wskaznika proksymalnej reabsorpcji
sodu.

Odnerwienie nerek zmienia odpowiedz nerek na dzialanie ApsA

1 analogow ATP: natriuretyczne dziatanie Ap,A 1 2-MeSATP bylo



zniesione, podczas gdy dziatanie B,y-MeATP byto okoto 4-krotnie

zwigkszone.

Doswiadczenia te wskazuja na potencjalna rolg receptoréw P2X
1 P2Y w regulacji diurezy 1 natriurezy oraz predkosci przesaczania
ktgbuszkowego. Ponadto wskazuja na istnienie zalezno$ci migdzy
aktywnos$cia receptoréw purynowych a uktadem wspotczulnym w

nerkach.



2. WSTEP

2.1 Wprowadzenie

Nerki odgrywaja kluczowa role w utrzymaniu homeostazy
wodno-elektrolitowej organizmu. Podstawowa czynnos$cia nerek,
ktora zapewnia stato$¢ sktadu chemicznego 1 objetos¢ plynu
pozakomorkowego jest ich funkcja wydalnicza. Funkcja ta
uwarunkowana jest szeregiem procesOw zachodzacych w nerkach,
przede wszystkim sprawna hemodynamika, tj. przeptywem krwi przez
nerki 1 filtracja klebuszkowa oraz aktywnoscia kanalikowego systemu
transportowego. U zdrowego dorostego czlowieka przez obie nerki
w ciagu jednej minuty przeptywa okoto 1200 ml krwi (ok. 600 ml
osocza), z tego 100 ml osocza ulega przesaczeniu 1 ostatecznie
powstaje okoto 1 ml/min moczu, ktérego gtownymi sktadnikami sa:
woda, koncowe produkty przemiany azotowej, nadmiar elektrolitow
(jony sodowe, potasowe, chlorkowe, fosforanowe) oraz inne zb¢dne
dla organizmu substancje. Zarowno nerkowa hemodynamika, jak
1 kanalikowy transport jondw 1 wody podlegaja regulacji endokrynne;j
1 parakrynnej. Czynno$¢ nerki, narzadu bogato unerwionego,
w znacznym stopniu jest kontrolowana przez neurotransmitery uktadu
sympatycznego [17].

Podstawowa jednostka czynno$ciowa nerek jest nefron.
W poczatkowym jego odcinku — kiebuszku nerkowym — zachodzi
proces filtracji osocza krwi przeptywajacej przez sie¢ naczyn
kapilarnych do torebki Bowmana. W dalszych odcinkach nefronu —
kanaliku blizszym (proksymalnym) potaczonym poprzez petle
Henlego z kanalikiem dalszym (dystalnym 1 zbiorczym) — zachodza

procesy wchtaniania zwrotnego (reabsorpcja) wody, elektrolitow,



metabolitow tj. aminokwasow, glukozy oraz sekrecja jonow
wodorowych, potasowych 1 anionéw kwasdéw organicznych
1 nieorganicznych. W  warunkach fizjologicznych, dzieki
mechanizmom réwnowagi kigbuszkowo-kanalikowej 1 sprzezeniu
kanalikowo-kigbuszkowemu tempo filtracji kigbuszkowej jest stale
dostosowywane do zdolnos$ci transportowych kanalika 1 odwrotnie,
wchtanianie zwrotne dostosowuje si¢ do tempa filtracji kigbuszkowe]
[7,27]. Procesy te moga by¢ regulowane m.in. przez
zewnatrzkomérkowe nukleotydy adeninowe 1 adenozyng, ktore
oddzialywuja na komorki nefronu poprzez receptory purynowe
[46,51,52]. Obecnos¢ receptoréw purynowych wykazano na catej
dlugosci nefronu [76], jednak ich rola w regulacji funkcji nerek nie

jest w pelni wyjasniona.

2.2 Receptory purynowe P1 i P2 i ich lokalizacja w nefronie

Badania ostatnich kilkunastu lat dostarczaja wiele danych na
temat roli pozakomorkowych nukleotydow — giéwnie ATP 1 ADP,
a takze dinukleotydow adeninowych 1 ich produktu degradacji —
adenozyny — w sygnalowaniu mig¢dzykomorkowym. Obecnie
wiadomo, ze wiele réznych komorek 1 tkanek moze reagowa¢ na
pojawiajace si¢ w Srodowisku zewnatrz-komérkowym nukleotydy 1
nukleozydy. W 1972 r. Burnstock zaproponowal istnienie
specyficznych blonowych receptorow dla ATP, a kilka lat pozniej, na
podstawie kolejnych dowodoéw farmakologicznych nazwal te grupe
receptoréw purynergicznymi i1 dokonat ich pierwszego podziatu [11].
Receptory purynergiczne, dla ktéorych naturalnym agonem jest
adenozyna, tworza grupg receptorow P1, natomiast receptory dla ATP

tworza grupg receptorow P2. Pdzniejsze badania wykazaty, ze do



grupy P2 naleza rowniez receptory nukleotydow pirymidynowych,
takich jak UTP oraz UDP [23].

Receptory P1 - na podstawie badan farmakologicznych
i biochemicznych, jak réwniez w oparciu o analiz¢ sekwencji
aminokwasow, receptory P1 - podzielono na cztery podtypy: Aj, Aza,
A,g oraz Az [34]. Receptory A; 1 A,s cechuja si¢ wysokim
powinowactwem do adenozyny (nM) natomiast receptory A, oraz Aj
cechuja si¢ niskim powinowactwem do adenozyny (uM). Receptory
A, zwiazane s z podrodzing wrazliwych na toksyne¢ krztusca biatek
G: G; (hamujacych aktywnos$¢ cyklazy adenylanowej) oraz G,.
Glownym efektem aktywacji receptorow A; jest zahamowanie
aktywnosci cyklazy adenylanowej i obnizenie poziomu cyklicznego
AMP w komorce. Receptory A; moga réwniez hamowac aktywnos¢
fosfolipazy C typu pB. Z kolei receptory typu Aja
o wysokim powinowactwie do adenozyny oraz receptory typu Ajg
o niskim powinowactwie do adenozyny zwiazane sa z podrodzina
biatek G - Gy (stymulujace), ktore sa wrazliwe na toksyne cholery.
Wynikiem aktywacji tych biatek jest stymulacja aktywnosci cyklazy
adenylanowej 1 zwigkszenie wytwarzania cyklicznego AMP —
wewnatrz-komoérkowego przekaznika informacji. Z kolei receptor
typu As, podobnie jak A, jest zwiazany gldwnie z biatkiem G, czyli
biatkiem hamujacym cyklazg adenylanowa [28, 30].

Receptory P2 - na podstawie r6znic w wewnatrzkomorkowym
mechanizmie przekazywania sygnalu — podzielono na dwa podtypy:
P2X 1 P2Y [1]. Receptory P2X sa kanalami jonowymi bramkowanymi
ligandami  takimi jak ATP, ADP. Zwiazanie liganda
z receptorem prowadzi do otwarcia kanatu jonowego 1 transportu
jonébw Na’, K, Ca®" przez blong komorkowa. Receptory P2X
wystepuja na komorkach pobudliwych, takich jak komorki migsni



gtadkich, czy neurony oraz na komorkach glejowych [49].
Sa odpowiedzialne za skurcz migs$ni gladkich, szczeg6lnie w uktadzie
naczyniowym oraz w pecherzu moczowym. Biora udzial w procesach
neurotransmisji [10]. Obecnie wyodrgbniono 7 podtypdéw receptorow
P2X (7. Wiele z nich zlokalizowano na komorkach kanalikow
nerkowych [62,63]. Receptory P2Y, tzw. metabotropowe, naleza do
grupy receptorow zwiazanych z biatkiem G. Aktywacja receptorow
P2Y prowadzi do uruchomienia kaskady wtornych przekaznikow
informacji. Za posrednictwem bialek G zostaje uruchomiona
fosfolipaza C (PLC), ktora hydrolizuje fosfatydylo-inozytolo-(4,5)-
difosforan (PIP,) do diacyloglicerolu (DAG) 1 inozytolo-(1,4,5)-
trifosforanu (IP;). DAG z kolei aktywuje kinaz¢ biatkowa C,
natomiast [P; dziata na receptory znajdujace si¢ w btonie siateczki
srodplazmatycznej. W wyniku dzialania IP; dochodzi do uwalniania
wapnia z wewnatrz-komérkowych magazyndéw, co w konsekwencji
prowadzi do wzrostu stezenia jondw wapnia w cytoplazmie.
W nerkach receptory P2Y wystgpuja zaré6wno na komorkach
mikronaczyn oraz komodrkach kanalikéw [62,63]. Badania ostatnich
lat wykazaty, ze w nerkach aktywacja receptorow P2Y prowadzi do
skurczu, badz rozkurczu naczyn doprowadzajacych 1 naczyn
kapilarnych klebuszka nerkowego [32,67], co w konsekwencji rzutuje

na predkos¢ przesaczania kigbuszkowego.
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Tetniczka Kanalik proksymalny: Kanalik dystalny:
odprowadzajaca: S2: P2Y 1 546,P2X 46 P2Y,, P2X,
P2Y1 S3: P2Y1, P2X5

Kigbek

nerkowy:

P2Y

P2X1’2’6’ Kanalik

24 zbiorczy:

Gruba czg$¢ P2Y 46,
wstepujacej P2X3’_6’ ’
petli Henlego:

Tetniczka R

doprowadzajaca:

P2Y 511, P2X

Cienka czgs¢ Cienka czgs¢

zstepujacej wstepujacej
petli Henlego: Petli Henlego:
P2Y 56, P2X; P2Y, 4, P2X¢

Pe¢tla Henlego

Schemat 1. Lokalizacja receptorow P2 (X i Y) w obr¢bie nefronow
Na komorkach kiebuszka nerkowego i tetniczki doprowadzajacej sa
obecne receptory P2X 1 P2Y, a na t¢tniczce odprowadzajacej — P2Y.
Na komorkach kanalika proksymalnego — gltéwnie w odcinku drugim
(S2) 1 odcinku trzecim (S3) wystepuja receptory P2X 1 P2Y.
Receptory te wystepuja réwniez na komorkach petli Henlego —
cienkim ramieniu zstgpujacym i wstepujacym, grubej czgsci ramienia
wstepujacego oraz dalszych odcinkach — tj. kanaliku dystalnym 1
kanaliku zbiorczym. (Zrédio: Unwin R., Bailey M., Burnstock G.:
Purinergic Signaling Along the Renal Tubule: The Current State of
Play; News Physiol Sci 18: 237-241, 2003)
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2.3 Filtracja kl¢buszkowa i transport kanalikowy - potencjalna

rola nukleotydow adeninowych

Pierwszy etap tworzenia moczu zachodzi w klgbuszkach
nerkowych. Kigbuszek wchodzi w skfad sieci naczyn tgtniczych nerki.
Tetniczka doprowadzajaca klebka rozwidla si¢ w przestrzeni
ograniczonej torebka Bowmana, tworzac peczek naczyn kapilarnych,
ktore ponownie lacza si¢ w tgtniczke odprowadzajaca kigbuszka,
dajac poczatek naczyniu okoto-kanalikowemu. Przestrzen torebki
kitgbuszka w swoim biegunie przeciwleglym do bieguna
naczyniowego, przechodzi w kanalik. Osocze krwi plynace]
naczyniami wlosowatymi klebuszkoéw nerkowych ulega przesaczaniu
przez $ciang tych naczyn do torebki Bowmana. Predkos¢ filtracji
ktebuszkowej (ang, glomerular filtration rate; GFR) jest
determinowana przez efektywne ci$nienie filtracyjne, ktore stanowi
réznicg migdzy cisnieniem hydrostatycznym w $wietle naczyn
kapilarnych klgbuszka, a przeciwstawnym ci$nieniem onkotycznym
osocza 1 hydrostatycznym przesaczu. Tempo filtracji zalezy tez od
efektywnej wielkos$ci powierzchni saczacej 1 jej przepuszczalnosci,
liczbowo warto$ci te opisuje wspotczynnik filtracyjny (Kf) [2].
W warunkach doswiadczalnych wykazano, ze zaréwno efektywne
ci$nienie filtracyjne, jak 1 wielko$¢ powierzchni filtracyjnej oraz jej
przepuszczalno$¢ podlegaja regulacji. W regulacji tempa filtracji
ktebuszkowej uczestnicza komorki, ktore sa efektorami skurczu
1 relaksacji. Do nich naleza komodrki migsniowki gtadkiej tetniczek
doprowadzajacych 1 odprowadzajacych kigbuszka, ktére poprzez
skurcz 1 relaksacje zmieniaja oporno$¢ naczyniowa. Dzigki temu
reguluja przeplyw krwi przez klebuszki i ci$nienie hydrostatyczne w

swietle naczyn kapilarnych — gtowna sile napedzajaca przesaczanie.
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Odpowiednikiem tych komorek w kigbuszku sa mezangiocyty, ktore
wraz z macierza pozakomorkowa tworza mezangium [36]. Efektorami
skurczu sa réwniez podocyty [48]. Mezangiocyty 1 podocyty wraz z
srodbtonkiem naczyn i blona podstawna tworza S$ciang naczyn
kapilarnych kigbuszka. Mezangiocyty poprzez mozliwos¢ skurczu
1 relaksacji reguluja przeplyw krwi przez naczynia kapilarne oraz
zmniejszaja 1 zwigkszaja powierzchnig filtracyjna. Podocyty w Swietle
ostatnich badan sa komérkami zdolnymi do skurczu izomerycznego,
co umozliwia utrzymanie kulistego ksztaltu kilebuszka nerkowego
[37]. Na powierzchni komorek kurczliwych kilebuszka wykazano
szereg receptoréw dla substancji naczynioruchowych (obkurczajacych
1 rozkurczajacych) takich jak angiotensyna II [8,21], wazopresyna [4],
endotelina [64], peptydy natriuretyczne [68,78], prostaglandyny [19],
dopomina [12], ATP [60], adenozyna [50]. Wykazano rowniez, ze
stopien obkurczenia komorek mezangialnych 1 podocytéw jest
regulowany aktywnoscia komorek $rodbtonkowych kigbuszka,
zdolnych do produkcji 1 wydzielania zwiazkow o wiasciwosciach
parakrynnych. Komorki te pod  wplywem sygnatow
zewnatrzkomorkowych wydzielaja migdzy innymi tlenek azotu [65],
prostacykling [26], czynniki dziatajace rozkurczajaco na komorki
kurczliwe kigbuszka. Dzigki powyzszym wilasciwosciom komorek
tworzacych  strukture klebuszka nerkowego oraz tetniczki
doprowadzajacej 1 odprowadzajacej, kigbuszki obdarzone sa swoistym
aparatem kurczliwym, ktéry stanowi podstawowy system regulujacy
tempo przeptywu krwi przez ktebuszki i filtracji.

Filtracja kigbuszkowa na poziomie pojedynczego nefronu
podlega autoregulacji dzigki mechanizmowi zwrotnego sprz¢zenia
kanalikowo — kiebuszkowego. Anatomiczna struktur¢ sprzezenia

kanalikowo — kigbuszkowego stanowi aparat przyklebkowy,

13



sktadajacy si¢ z zespolu komorek prostego odcinka kanalika
dystalnego, zwanego plamka gesta, komodrek mezangium
zewngtrznego oraz  komoérek Sciany tetniczki  doprowadzajace]
1 czgsciowo odprowadzajacej kigbka. W warunkach zwigkszonego
tadunku sodu przeptywajacego przez kanalik, plamka ggsta odbiera
sygnal ze Swiatla kanalika 1 w odpowiedzi na ten sygnat dochodzi do
obkurczenia naczynia doprowadzajacego i/lub mezangium kiegbka.
Efektem tego jest obnizenie przesaczania klgbuszkowego.
Postulowany jest poglad, ze substancjami sygnalnymi moga by¢
adenozyna [51] 1 ATP [46]. Aktywno$¢ systemu sprze¢zenia
kanalikowo — klebuszkowego moze ulega¢ modyfikacji pod wptywem
roznych czynnikow fizjologicznych, np. dieta niskosodowa aktywuje
mechanizm sprzg¢zenia, przypuszczalnie poprzez stymulacj¢ produkcji
angiotensyny II [73]. Wiele czynnikow farmakologicznych - tj.
teofilina - niespecyficzny antagon receptorow P1 - [53], saralazyna
[55], werapamil [41] — blokuja mechanizm ujemnego sprz¢zenia
kanalikowo — ktebuszkowego.

W ostatnich kilkunastu latach wiele uwagi poswigcono roli
receptorow purynowych w regulacji przeptywu krwi 1 filtracji
ktebuszkowej, ze wzgledu na to, ze naturalne ligandy tych receptorow
(ATP, ADP, adenozyna) moga by¢ uwalniane przez wszystkie typy
komoérek wystepujacych w nefronie i oddzialywac na te komoérki na
drodze auto-/parakrynne;.

W doswiadczeniach na znieczulonych szczurach wykazano, ze
adenozyna pojawiajaca si¢ w plynie pozakomérkowym hamuje
filtracj¢ kigbuszkowa stymulowana przedsionkowym czynnikiem
natriuretycznym (ANF) [3,72]. Z kolei adenozyna dodana do
zawiesiny izolowanych klebuszkéw nerkowych silnie je obkurcza

poprzez aktywacje receptorow Al [73]. Pdzniejsze badania wykazaty,
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ze ATP - poprzez aktywacje receptorow P2Y, a nastgpnie aktywacje
syntazy tlenku azotu i cytoplazmatycznej cyklazy guanylanowej -
rozkurcza izolowane ki¢buszki, uprzednio obkurczone angiotensyna I1
[31]. Z kolei, gdy kigbuszki byly rozkurczone, ATP — za
posrednictwem receptorow P2X 1 P2Y - wywolywal ich skurcz.
Autorzy pracy postuluja, ze dwukierunkowe dziatanie ATP na
dynamike ktebuszkow nerkowych wynika z zaangazowania komdrek
srodbtonka naczyn (odpowiedzialnych za rozkurczanie) oraz komorek
kurczliwych kilebuszka (mezangiocyty, podocyty) [32].

Wiedz¢ na temat potencjalnej roli systemu purynergicznego w
regulacji mikrokrazenia w nerkach wzbogacaja ostatnio publikowane
dane na temat dziatania dinukleotydéw adeninowych tj. diadenozyno-
polifosforanow (ogolny wzor AP,A, gdzie n = liczba reszt
fosforanowych). Zwiazki te uwalniane z komoérek (w wigkszych
iloSciach z ziarnisto$ci ggstych plytek krwi [22] 1 zakonczen
nerwowych [44]) sa naturalnymi ligandami receptorow P2, a takze
potencjalnym  zrodlem  pozakomodrkowych — mononukleotydow
1 nukleozydow. Wysoka aktywno$¢ w kiebuszkach nerkowych
ektoenzymow hydrolizujacych dinukleotydy do naczynioaktywnych
mononukleotydow (ATP 1 ADP), i dalej do adenozyny, wskazuje na
unikatowy charakter purynergicznego sygnalowania w tej czgsci
nefronu. W naszym laboratorium wykazano, ze dinukleotydy tj. Ap;A,
Ap4A 1 ApsA zmieniaja - za posrednictwem receptoréw P2 - objetos¢
wewnatrzkapilarng ktebuszkow [69]. Autorzy sugeruja, ze zwiazki te
moga modyfikowa¢ funkcj¢ nefrondow per se i/lub poprzez uwalniane
w wyniku hydrolizy ATP. Glowny pod wzgledem iloSciowym
przedstawiciel tej grupy ApsA podany do ogoélnego krazenia krwi
znieczulonych szczurow w ilosciach mikromolarnych - podobnie do

NAD (prekursor adenozyny) — hamuje predkos¢ przesaczania
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ktebuszkowego 1 przeptyw krwi przez nerki. Jednakze ApsA
przeciwnie do NAD wybiorczo stymuluje natriurezg¢ i diureze, co
sugeruje dzialanie tego zwiazku na system transportu kanalikowego
[38].

Aktywno$¢ zlozonego systemu transportowego w kanalikach
nerkowych decyduje o objgtosci 1 skladzie ostatecznie wydalanego
moczu. Intensywna reabsorpcja przesaczu zachodzi w pierwszym
odcinku kanalika proksymalnego na drodze transcelularnej (transport
przezkomérkowy) 1 paracelularnej (transport migdzykomorkowy).
Wraz z jonami sodu do komorki sa transportowane: jony chlorkowe,
glukoza, aminokwasy, wodoroweglany oraz reszty kwasow
(fosforowego, octowego, cytrynowego, mlekowego). Kation sodu
zastepuje tez w komoérce wychodzacy z niej jon wodorowy (transport
wymienny). Transport jonu sodowego do komorki zachodzi dzigki
gradientowi stezenia Na' utrzymywanemu przez Na', K'-ATP-aze
(pompa sodowo-potasowa), ktora aktywnie wyrzuca sod z komorki.
Wysoka aktywno$¢ pompy sodowo-potasowej  stwierdzono
w kanaliku proksymalnym, w ramieniu wstepujacym petli Henlego
oraz w kanaliku dystalnym, gdzie jej aktywnos¢ jest regulowana przez
aldosteron. Ptyn opuszczajacy kanalik proksymalny jest izotoniczny w
stosunku do osocza, co oznacza, ze w tej czesci nefronu nie dochodzi
do zageszczania ani rozcienczania przesaczu kilebuszkowego,
a jedynie do redukcji jego objetosci. W dalszej czg$ci nefronu,
gldwnie w kanaliku zbiorczym, zachodzi proces zaggszczania moczu,
jako wynik transportu wody, ktory jest uwarunkowany z jednej strony
hiperosmia ptynu §rddmiazszowego rdzenia nerki, a z drugiej strony —
obecno$cia wazopresyny (hormon antydiuretyczny - ADH). Na
komorkach kanalikow zbiorczych znajduja si¢ receptory V2 dla ADH,

umiejscowione na btonie przypodstawno — bocznej. Interakcja ADH
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z receptorem prowadzi do aktywacji cyklazy adenylanowej 1 wzrostu
wytwarzania wewnatrz-komorkowego mediatora - cyklicznego AMP,
a ten z kolei aktywuje kineze bialczanowa odpowiedzialna za
fosforylacje bialek. Fosforylacja biatek btony luminalnej kanalikow
dalszych 1 zbiorczych czyni blony przepuszczalne dla wody.
Wykazano, ze ADH - za posrednictwem cyklicznego AMP -
stymuluje translokacj¢ akwaporyn (AQP2) — do bton komoérkowych
kanalika, poprzez ktére sa transportowane czasteczki wody [63]. W
2003r. Peter Agre oraz Roderick MacKinnon otrzymali nagrod¢ Nobla
w dziedzinie chemii, za odkrycie akwaporyn w btonach
komorkowych, specyficznych biatek tworzacych kanaty w btonie.
Transport elektrolitow 1 innych substancji przez btony
plazmatyczne komorek epitelialnych kanalikow nerkowych réwniez
zachodzi za posrednictwem specyficznych biatek. Ilos¢ bialek
transportowych w btonie jest czynnikiem warunkujacym wielkos$¢
transportu. Z kolei wielko$¢ transportu jest regulowana przez
hormony 1 substancje parakrynne. Czynniki te wiaza si¢ z
odpowiednimi receptorami blonowymi zmieniajac wewnatrz-
komorkowe  stezenie  cyklicznego  AMP/cyklicznego  GMP,
a przez to wplywaja na aktywnos$¢ kinaz biatkowych A/C. Np.
parathormon  (PTH) poprzez  cykliczny AMP  indukuje
wewnatrzkomorkowa degradacj¢ biatka-transportujacego  Na-Pi,
czego efektem jest zahamowanie reabsorpcji fosforanéw z moczem
[56]. Jak wspomniano powyzej, ADH — =za posrednictwem
cyklicznego AMP zwigksza ilo§¢ biatek transportowych dla wody
(akwaporyn) w btonie luminalne; komorek kanalika zbiorczego.
W doswiadczeniach in vitro ATP hamuje dzialanie wazopresyny
w kanalikach zbiorczych rdzenia wewngtrznego nerek szczura [20].

Wykazano, ze adenozyna zmniejsza indukowana wazopresyna
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przepuszczalno$¢ hydrauliczna w izolowanych kanalikach zbiorczych,
prawdopodobnie poprzez receptory A; [18]. W doswiadczeniach in
vitro na komorkach kanalikéw zbiorczych, pochodzacych z hodowli
komorkowej, wykazano obecno$¢ receptorow dla angiotensyny 1V,
zwiazanych z cyklaza adenylanowa [16]. Z kolei w kanaliku
proksymalnym adenozyna — za poSrednictwem receptorow A; —
podobnie jak angiotensyna Il — za posrednictwem receptorow AT,
stymuluje wchtanianie zwrotne sodu [14].

Hormon natriuretyczny (ANF) wydzielany przez komorki
przedsionkéw serca - w sytuacjach zwiazanych z retencja sodu
w organizmie 1 zwigkszona objgtoscia krwi krazacej — hamuje
reabsorpcj¢ sodu w kanalikach nerkowych. Receptory dla ANF sa
zlokalizowane na komorkach kanalika dystalnego, a ich aktywacja
zwigksza syntez¢ cyklicznego GMP w komorkach, ktory z kolei
hamuje kanaty sodowe wrazliwe na amylorid [66]. Wykazano réwniez
w doswiadczeniach na perfundowanych kanalikach zbiorczych nerek
myszy, ze amylorido-wrazliwe kanaty sodowe sa réwniez hamowane
przez analogi ATP — agony receptorow P2Y, [40]. Z kolei w innych
doswiadczeniach prowadzonych na hodowlach komorek linii
A6-NHE3 wykazano, ze pozakomodrkowe nukleotydy adeninowe
hamuja wymiang jonu sodowego na jon wodorowy [5]. W innych
doswiadczeniach wykazano, ze zewnatrzkomoérkowe nukleotydy
hamuja dziatanie PTH na komorki kanalikow nerkowych, przez co
zmniejszaja fosfaturi¢ [39]. Z powyzszych dos$wiadczen wynika, ze
pozakomérkowe  nukleotydy za  posrednictwem  receptorow
purynowych moga regulowac kanalikowy transport jonow 1 wody. Jak
do tej pory niewiele jest danych na temat dziatania tych zwiazkow w

warunkach in vivo na funkcje wydalnicza nerek.
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2.4 Rola ukladu wspolczulnego w regulacji funkcji nerek

Jednym z istotnych czynnikéw regulujacych funkcje
wydalnicza nerek jest aktywno$¢ uktadu wspédiczulnego nerek. Nerki
szczura s narzadem dobrze unerwionym wtoknami wywodzacymi si¢
gtoéwnie ze zwojow wspotczulnych. W nerkach, nerwy towarzysza
sieci naczyn tetniczych, a zatem gesto$¢ zakonczen nerwowych jest
najwyzsza w najbardziej ukrwionych czg$ciach nerki tj. czgsci
korowej 1 warstwie rdzenia zewngtrznego. Najwigksza gestos¢
zakonczen nerwowych stwierdzono przy tgtniczce doprowadzajace]
1 odprowadzajacej, aparacie przyktgbkowym, kanaliku proksymalnym,
czesci grubej ramienia wstgpujacego petli Henlego, kanaliku kretym
dalszym. Zmiany aktywnosci nerkowego ukladu sympatycznego
bezposrednio wptywaja na funkcje poszczegodlnych, unerwionych
struktur nefronu. Aktywnos$¢ uktadu sympatycznego nerek moze by¢
doswiadczalnie regulowana. Wykazano, ze jednym z czynnikow
modulujacych  aktywno$¢ ukladu wspolczulnego nerek jest
angiotensyna Il lokalnie powstajaca w osrodkowym uktadzie
nerwowym [33]. Pobudzenie uktadu sympatycznego nerek prowadzi
do wzrostu wchlaniania zwrotnego sodu 1 wody, a jednym
z mechanizméw tego dziatania jest aktywacja systemu renina-
angiotensyna. W wyniku wzrostu wydzielania reniny z aparatu
przyklgbuszkowego wzrasta aktywno$¢ uktadu renina-angiotensyna,
co roOwniez przyczynia si¢ do retencji jondw sodu. W sytuacji silnego
stresu czy bardzo duzego wysitku fizycznego moze nawet dojs¢ do
spadku przeptywu krwi przez nerki, jak rowniez 1 filtracji
ktebuszkowej. Z drugiej strony obnizenie aktywnos$ci uktadu

sympatycznego skutkuje tylko wzrostem wydalania sodu 1 spadkiem
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wydzielania reniny, bez uchwytnych zmian w przeptywie krwi przez
nerki czy filtracji kigbuszkowej. Jest to wynikiem niskiej
podstawowej aktywnosci uktadu wspodiczulnego nerek 1 braku
tonicznego wplywu na uktad naczyniowy nerek.

W zakonczeniach uktadu sympatycznego naturalnym przekaznikiem
sygnatu jest noradrenalina. Wykazano, ze towarzyszy jej ATP oraz
neuropeptyd Y. Z innych przekaznikéw bioracych udziat w
sygnatowaniu w nerkach wymieni¢ nalezy: dopaming, substancj¢ P,
wazoaktywny peptyd jelitowy i peptyd zalezny od genu kalcytoniny
[17]. Zakonczenia nerwowe sa rowniez zrodlem ApsA, ktory po
hydrolizie w przestrzeni pozakomorkowej jest zrodtem ATP oraz
adenozyny, ktére zwigkszaja aktywnos¢ nerwéw czuciowych oraz
modyfikuja uwalnianie neurotransmiterow [44]. Tak, wigc
zakonczenia nerwowe sa bogate w noradrenaling oraz zwiazki
purynowe, a to z kolei implikuje mozliwo$¢ wystgpowania szeregu
wzajemnych oddzialywan pomigdzy sygnalowaniem adrenergicznym
1 purynergicznym. Podczas pobudzenia neurondéw cholinergicznych
acetylocholina uwalnia si¢ z zakonczen synaptycznych razem z ATP
oraz dinukleotydami adeninowymi [57]. Aktywacja neuronow
adrenergicznych 1 noradrenergicznych réwniez prowadzi do
uwolnienia ATP 1 diadenozynopolifosforandow wraz z adrenaling lub
noradrenaling. W doswiadczeniach, w ktorych mierzono zmiany
potencjatu btonowego wykazano, ze uwalniane z zakonczen
nerwowych dinukleotydy (glownie ApsA) powoduja depolaryzacje
btony neuronu [58].

Dlatego tez w obecnej pracy oceniano dziatanie nukleotydow
purynowych na funkcje nerek w warunkach obnizonej aktywnosci

uktadu wspotczulnego (poprzez odnerwienie).
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3. CEL PRACY

Glownym celem pracy byta ocena potencjalnej roli receptorow
purynowych nalezacych do grupy P2 w regulacji funkcji nefronéw w
warunkach podwyzszonego st¢zenia diadenozynotetrafosforanu
(ApsA) we krwi, prekursora ATP 1 adenozyny w plynie
pozakomorkowym.

Ponadto podjeto probg ustalenia wzajemnej relacji migdzy
systemem purynergicznym a ukladem adrenergicznym w nerkach,

wykorzystujac model nerki odnerwione;.

W doswiadczeniach klirensowych — umozliwiajacych pomiar
parametrow funkcji nerek tj. filtracje i przeptyw krwi przez nerki,
diurezg¢ 1 reabsorpcj¢ sodu w kanalikach nerkowych — badano
dziatanie Ap;A w obecnosci antagonow receptorow P: teofiliny
(antagon receptoréw P1) 1 suraminy (antagon receptorow P2), a
nastgpnie dziatanie ApsA poréwnano z dziataniem swoistych agonow
receptorow P2: [B,y-metylenoATP (agon receptorow P2X) 1
2-metylotioATP (agon receptoréw P2Y).
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4. MATERIAL I METODY

Doswiadczenia przeprowadzono na szczurach samcach Wistar,
wazacych od 200 do 250g; zwierzeta pochodzily z hodowli z Instytutu
Centrum Medycyny Dos$wiadczalnej 1 Klinicznej PAN (Warszawa).
Zwierzeta przed doswiadczeniami przebywaly, przez co najmniej
siedem dni, w pomieszczeniu dla zwierzat laboratoryjnych,
z klimatyzacja cieplng i o$wietleniem 12-godzinnym na dobg oraz
z nieograniczonym dostgpem do paszy Labofeed H (Wytwoérnia pasz
1 koncentratow, Kcynia) 1 wody wodociagowej. Doswiadczenia na
zwierz¢tach wykonywano za zgoda Komisji Etycznej do Spraw
Doswiadczen na Zwierzetach Akademii Medycznej w Gdansku.
Materiatem badanym byla krew tetnicza pobrana z zyly udowej oraz
mocz pobrany bezposrednio z pecherza (w doswiadczeniach
klirensowych), a takze mocz zebrany w klatkach metabolicznych.
W jednej serii do$wiadczen materialem badanym byly kigbuszki

1zolowane z nerek szczura.

Doswiadczenia klirensowe przeprowadzono na trzech grupach

SZCZUrow:

I grupa — szczury (normalne) nie poddawane zadnym zabiegom
(n=90)

IT grupa — szczury po obustronnym odnerwieniu nerek (n = 15)

[T grupa — szczury po zabiegu pozorowanym (n = 15)

4.1. Odnerwienie nerek

Zabieg odnerwienia nerek wykonano na zwierzetach (n = 15) po

uprzednim znieczuleniu Inaktyna w dawce 100 mg/kg ci¢zaru ciata
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(c.c.) Po nacigciu skory po stronie grzbietowej szczura rozchylano
tkanki 1 wypreparowano nerki tak, aby uwidoczni¢ tgtnice nerkowe.
Od tetnicy nerkowej lewej 1 prawej odpreparowano nerwy, ktore
nastgpnie przecig¢to. Przecigte nerwy przyzegano 10% roztworem
fenolu w etanolu. Grupge kontrolna stanowily zwierzeta, ktorym
wykonano zabieg pozorowany, polegajacy na uwidocznieniu tetnic
nerkowych bez przecinania nerwOw 1 przyzegania. Nastgpnie rang

zaopatrzono chirurgicznie.

4.2. Doswiadczenia w klatkach metabolicznych

Osmego dnia po zabiegu odnerwienia nerek oraz zabiegu
pozorowanym przeprowadzono dobowa zbiorkg moczu. W tym celu
zwierzgta umieszczono na 24 godziny w klatkach metabolicznych,
zapewniajac im dostep do paszy 1 wody. W ilosciowo zebranym
moczu oznaczono stezenie sodu 1 potasu. Wyliczono, ze dobowe
wydalanie sodu u zwierzat po zabiegu pozorowanym wynosito 1,45 +
0,2 mmol, a w grupie po obustronnym odnerwieniu nerek 2,46 + 0,3

mmol.

4.3. Doswiadczenia klirensowe

W dniu doswiadczenia zwierzgta znieczulano podajac
dootrzewnowo Inaktyng w dawce 100 mgkg c.c.. Znieczulone
zwierzeta umieszczano na podgrzewanym stoliku operacyjnym
(JWElectronic) umozliwiajacym utrzymanie stalej temperatury ciata
37°C. W celu =zapewnienia swobodnej wentylacji  pluc
przeprowadzono  tracheostomig, umieszczajac w  tchawicy

dopasowana rurke polietylenowa o §rednicy 2 mm. W prawym dole
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udowym odstaniano zyle¢ 1 tetnicg udowa. Do zyly wprowadzano dren
polietylenowy o $rednicy 0,3 mm, przez ktory podawano ptyn
infuzyjny o nastepujacym sktadzie: 140 mmol/l NaCl z dodatkiem
[’H] inuliny (5 pCi/ml) oraz p-aminohipuranu sodu (PAH; 1mg/ml)
1 heparyny (5 U/ml). W doswiadczeniach, w ktorych badano
wydalanie litu ptyn infuzyjny dodatkowo zawierat chlorek litu w
stgzeniu 10 mM. Plyn infuzyjny podawano ze stata predkoscia, 45
ul/min, przy uzyciu pompy (ATI Orion). Do tetnicy udowej
wprowadzono dren polietylenowy o $rednicy 0,3 mm, ktory potaczony
z urzadzeniem stuzacym do pomiaru ci$nienia (Stoelting) umozliwiat
bezposredni pomiar Sredniego ci$nienia t¢tniczego krwi. Infuzje ciagla
ptynu poprzedzono jednorazowym dotgtniczym podaniem 0,5 ml
plynu w ciagu Iminuty. Po uptywie 30 minut od momentu
rozpoczgcia infuzji odstaniano pegcherz moczowy przez nacigcie
powtok brzucha. Do naklutego na szczycie pecherza wprowadzano
dren polietylenowy o S$rednicy 3 mm. Pegcherz podwiazywano na
drenie. Poprzez dren swobodnie sptywat mocz do kalibrowane;j
probowki typu Eppendorf. Po ustaleniu diurezy na stalym poziomie
(po okoto 90 minutach od wlaczenia infuzji) zbierano mocz w
5 przedziatach 20 minutowych. W czasie kazdej zbidrki moczu,
z tetnicy udowej pobierano krew tetnicza (po okoto 100ul). Pierwsze
dwie kolejne zbidrki moczu 1 prébki krwi traktowano jako materiat
kontrolny. Bezposrednio po tym okresie kontrolnym kontynuowano
infuzj¢ plynu wiaczajac badane zwiazki - zgodnie z odpowiednim
protokotem przedstawionym ponizej. W pobranych probkach
oznaczano stezenie PAH, radioaktywnos¢ [H] inuliny oraz stezenie
sodu, potasu, chlorku oraz fosforanow, a w doswiadczeniach,

w ktorych, uzyto LiCl, w moczu 1 we krwi oznaczono st¢zenie Li.
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Protokol doswiadczen klirensowych:

Dziatanie Ap,A na hemodynamike i czynnos¢ wydalniczq nerek

Bezposrednio po okresie kontrolnym zwierzgta otrzymywaty ApsA

w dwoch dawkach:

(I) pierwsza grupa (n = 5) 0,2 umol/kg jednorazowo i 2 nmol/min/kg
w infuzji ciagtej,

(IT) druga grupa (n = 8) 2 umol/kg jednorazowo i 20 nmol/min/kg

w infuzji ciagte;j.

Dziatanie Ap4A (2 umol/kg + 20 nmol/min/kg) na funkcje nerek w

obecnosci antagonow receptorow Pl (teofiliny) i P2 (suraminy)

Po okresie kontrolnym jednej grupie szczurow (n = 8) wlaczono w
infuzje¢ dozylna teofiling (0,8 pmol’kg + 0,2 umol/min/kg c.c.),
a drugiej (n = 6) suraming (12 mg/kg c.c. + 0,18 mg/min/kg c.c.). Obu

grupom po 20 minutach dodatkowo wlaczono Ap,A.

Dziatanie analogow ATP (f,y-MeATP i 2-MeSATP) — specyficznych

agonow receptorow P2 na funkcje nerek

Bezposrednio po okresie kontrolnym jednej grupie zwierzat (n = 8)
podawano dozylnie 3,y-Me-ATP, a drugiej (n = 8) 2-MeSATP. Kazdy
ze zwiazkow podawano w dawce jednorazowej 2umol/kg c.c. oraz w

dawce podtrzymujacej 20 nmol/min/kg c.c. przez 60 minut.
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Wplyw odnerwienia na dziatanie Ap,A i analogow ATP (S, -MeATP i
2-MeSATP) na funkcje nerek

Doswiadczenia przeprowadzono na grupie zwierzat po uprzednim
odnerwieniu nerek oraz grupie kontrolnej (po zabiegu pozorowanym).
Bezposrednio po okresie kontrolnym podawano testowane zwiazki -
ApsA, B,y-MeATP oraz 2-MeSATP - w dawce po 2 umol/kg +
20 nmol/min/kg przez 60 minut. W kazdej grupie n = 5.
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4.3.1 Metody analityczne

['H] Inulina - pomiar radioaktywno$ci w moczu i w surowicy
oznaczano metoda plynnej scyntylacji przy uzyciu licznika
scyntylacyjnego Wallac 1409. Do naczyn scyntylacyjnych dodawano
20 pl proby badanej 1 0,5 ml ptynu scyntylacyjnego (Ultima Gold
Sigma). Nastgpnie probki inkubowano w temperaturze pokojowej w
zaciemnionym miejscu. Po 30 minutach dokonywano pomiaru

radioaktywnos$ci, wyniki wyrazono w cpm / probke badana.

p-Aminohipuran sodu — st¢zenie w moczu 1 odbialczone] surowicy
oznaczono metoda Brattona i Marshala [9]. 0,1% azotyn sodowy
przechowywany w temp. < 0 °C jest trwaly przez tydzien,
0,1% N-(1-naftylo)-etylenodwuamina przechowywana w ciemne;j
butelce w temp. < 0 °C jest trwata miesiac. Pozostale odczynniki
przechowywane w temp. pokojowe] sa trwale nieograniczenie.
Kalibracji metody dokonywano w oparciu o krzywa wzorcowa z
uzyciem wzorca p-Aminohipuranu sodu (Sigma) w zakresie st¢zen od
5,75 — 230 nmol/l. Absorbancje proby badanej i wzorcowej odczytano
wzgledem proby Slepej przy A = 546 nm. Wspdlczynnik zmiennosci
oznaczen w serii niejednoczesnej wynosil £ 8% dla catego zakresu

stezen.

Fosforany — st¢zenie w moczu i surowicy oznaczano zmodyfikowana
metoda Gomoriego [25]. Modyfikacja metody polegata na dodaniu do
100 ml odczynnika molibdeno-siarkowego 0,3 ml Tweenu 80,
zastgpujac inny reduktor, jakim jest metol. Trwato$¢ odczynnika
molibdenowo-siarkowego wynosi okoto 7 dni. Trwato$¢ pozostatych

odczynnikéw jest nieograniczona. Kalibracji metody dokonywano w
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oparciu o krzywa wzorcowa z uzyciem wzorca K,HPO, (POCh
Gliwice) w zakresie stezen od 0,15 — 0,5 mmo/l. Jako wzorca
roboczego uzyto 1 mmol/l roztworu Pi. Absorbancje¢ proby badanej 1
wzorcowej odczytano wzgledem proby Slepej przy A = 360 nm.
Wspodlczynnik zmienno$ci oznaczen w serii niejednoczesnej wynosit

+ 6% dla calego zakresu stezen.

Sod, potas, chlorek — st¢zenie w moczu 1 surowicy oznaczano przy
uzyciu elektrody jonoselektywnej. Oznaczenia wykonano w
Centralnym Laboratorium Akademickiego Centrum Klinicznego
SPSK AM w Gdansku na analizatorze Architekt ¢ 8000 wedlug
rutynowych procedur.

Lit — stgzenie w moczu 1 surowicy oznaczono metoda absorpcyjne]
spektrometrii atomowej. Oznaczenia wykonano w Centralnym
Laboratorium Akademickiego Centrum Klinicznego SPSK AM w
Gdansku na spektrometrze Philips PU 9100X wedlug rutynowych

procedur.
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4.3.2 Obliczenia i symbole uzyte w badaniach klirensowych.

Pobrane probki moczu 1 krwi tetniczej postuzyty do okreslenia filtracji
ktebuszkowej, przeplywu osocza 1 krwi przez nerki, opornosci naczyn
nerkowych, diurezy oraz wydalania elektrolitéw. W tym celu

zastosowano standardowe wzory:

Diureza (V) — objetos¢ wydalonego moczu w ciagu jednej minuty

okreslano w nastepujacy sposob:

Objetos¢ moczu [ul]

V [ul/min] =

czas zbiorki [min]

Filtracja klgbuszkowa (GFR) — przesaczanie kigbuszkowe okreslono

na podstawie klirensu inuliny (Ci,)

UiV

Cin [ml/min] =

Pin
gdzie: Uj, - stezenie inuliny w moczu [cpm]

V - diureza [pul/min]

Pi, - stezenie inuliny w osoczu [cpm]
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Przeplyw osocza przez nerki (RPF) — wyznaczono na podstawie

klirensu p-amionohipuranu (PAH).

Upan - V
CPAH [ml / mll’l] =

PPAH

gdzie: Uy, - stezenie PAH w moczu [nmol/I]
V - diureza [pl/min]

P;, - stezenie PAH w osoczu [nmol/l]

Przeplyw krwi przez nerki (RBF)

RPF
RBF [ml/min] =
(1 —Ht)

gdzie: Ht -hematokryt krwi tetnicze)
Opornos¢ naczyn nerkowych (RVR)
MAP
RVR [mmHg / ml - min] =

RBF

gdzie: MAP -$rednie ci$nienie krwi tgtniczej [ mmHg]
RBF — przeptyw krwi przez nerki [ml/min]
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FF- frakcja filtracyjna wyliczona na podstawie wzoru:

GFR
FF[%] = ——— 100%
RPF

FEN, — frakcyjne wydalanie sodu z moczem wyliczono stosujac
nastgpujacy wzor:
Cra
FEx, [%]= - 100 %
Cin

gdzie: Cy, — klirens sodu

Una V

Cna [ml/min] =
PNa
gdzie: Uy,V— minutowe wydalanie sodu z moczem
[wmol/min]

Pna — stezenie sodu w osoczu [mmol/l]
Frakcyjne wydalanie pozostatych elektrolitéw tj.: potasu, chlorkow,

fosforanow, litu liczono w oparciu o klirens potasu, klirens chlorkow,

klirens fosforanéw, klirens litu oraz klirens inuliny.
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Wskazniki funkcji kanalikow nerkowych

Wykorzystujac nastepujace parametry funkcji nerek okreslono
reabsorpcj¢ sodu 1 wody w kanalikach nerkowych: klirens inuliny
(Cin) — wskaznik filtracji klebuszkowe;j, klirens sodu (Cy,) — wskaznik
catkowitego wydalania sodu z moczem, klirens litu (Cr;) — wskaznik
objetosci izotonicznego ptynu opuszczajacego kanalik, a wigc 1 ilosci

sodu opuszczajacego kanaliki nerkowe.

Frakcyjne wydalanie ptynu z kanalikow proksymalnych okreslono na

podstawie ilorazu klirensu litu i klirensu inuliny (Cy; / C;y).

Objetos¢ plynu ulegajacego reabsorpcji w kanaliku proksymalnym
okreslono na podstawie rdznicy pomigdzy klirensem inuliny

a klirensem litu (C;, — Cy)).

Reabsorbcje wody w dalszych czesciach nefronéw okre§lono na

podstawie roznicy pomigdzy klirensem litu a diureza (C; — V).

Frakcyjne wydalanie wody z dalszych cze$ci nefronéw okreslono na

podstawie ilorazu diurezy i klirensu litu (V / Cy)).

Reabsorbcje sodu w dalszych czg$ciach nefronéw okreslono na

podstawie réznicy klirensu litu 1 klirensu sodu (Cp;— Cyy).

Frakcyjne wydalanie sodu z dalszych czg$ci nefrondéw okreslono w

oparciu o iloraz klirensu sodu 1 klirensu litu (Cy, / Cry).
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4.4 Doswiadczenia na izolowanych kl¢buszkach

W doswiadczeniach na izolowanych kigbuszkach nerkowych

szczuréw mierzono, przy uzyciu radioaktywnej inuliny [’H], objetosé
inulinowa kigbuszkéw (Glomerular Inulin Space - GIS), ktora
odzwierciedla objetos¢ wewnatrzkapilarng. Pomiaru dokonano w
oparciu o wczesniej opracowang metode [24], w znacznej mierze
zmodyfikowana w naszej pracowni. Zasada metody opiera si¢ na
wlasciwosciach inuliny, ktora nieprzemieszczajac si¢ przez btony
komérkowe, rozmieszcza si¢ w Srodowisku inkubacyjnym, plynie
wewnatrzkapilarnym 1 ptynie migdzykomorkowym. W oparciu o
pomiar radioaktywno$ci w osadzie kigbuszkow nerkowych mozna
wyliczy¢ objetos¢ przestrzeni inulinowej, ktorej 95 % stanowi
przestrzeh  wewnatrzkapilarna, a 5 %  migedzykomorkowa.
Weczesniejsze badania wykonane m. in. w naszym Zaktadzie dowodza,
ze zmiany GIS pod wpltywem badanych zwiazkdéw odzwierciedlaja
skurcz lub relaksacje naczyn kapilarnych izolowanych kigbuszkow
nerkowych.
Wszystkie czynnos$ci zwiazane z izolacja kigbuszkow 1 inkubacja
z testowanymi zwiazkami przeprowadzono w srodowisku lodowato —
zimnego wieloelektrolitowego buforu PBS (ice — cold Dulbeco’s
phosphate — buffered saline) o pH 7,4 + 0,2 1 sktadzie (mM): 137
NaCl; 2,7 KCI; 0,49 MgCl,; 8,1 Na,HPOy; 1,5 KH,POy; 0,9 CaCly; 5,6
glukozy.
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4.4.1 Izolacja kl¢buszkow nerkowych

W dniu doswiadczenia zwierzeta znieczulano eterem
dietylowym, przeprowadzano dekapitacje, a nastepnie pobierano
nerki, ktore umieszczano w schtodzonym do temperatury 0-4°C
buforze (PBS). Sredni cigzar jednej nerki wynosit 823+16mg. Z
pobranych nerek usuwano torebke tacznotkankowa. Nastepnie nerki
przecinano w plaszczyznie strzatkowej, a widoczny rdzen nerkowy
wycinano nozyczkami o zakrzywionym ostrzu. Kigbuszki nerkowe
izolowano technika przesiewowa [45], zmodyfikowana przez
M. Szczepanska-Konkel 1 wspotpracownikow [71], stosujac sita
metalowe o $rednicy oczek (): 250, 125, 75 um. Korg nerek po
rozdrobnieniu przy uzyciu ostrego nozyka przenoszono na sito
metalowe o & 250um i przecierano za pomoca plastikowego ttoka od
strzykawki. Nastgpnie otrzymany homogenat umieszczono na sicie
0 & 125um, 1 przeplukano duzym strumieniem lodowato - zimnego
roztworu PBS. Na sicie o & 125um pozostawaty kanaliki nerkowe,
ktore odrzucano, a przesacz zawierajacy kigbuszki nanoszono na sito
o & 75 um. Pozostajace na sicie & 75um kigbuszki, przeplukiwano
roztworem PBS w celu usunigcia komorek, a nastgpnie sptukano je
z sita 1 zawiesing przeniesiono do probowki zawierajacej PBS
z dodatkiem albuminy (st¢zenie koncowe - 100mg/10 ml). Laczny
czas, jaki uptywatl od dekapitacji zwierzat do zakonczenia izolacji
ktebuszkow nerkowych nie przekraczat 90 minut. Wszystkie
czynno$ci zwiazane z izolacja klebuszkdéw prowadzono w temp.
0-4°C, w plastikowych naczyniach umieszczonych w pojemniku

z lodem.
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4.4.2 Ocena jakosciowa i ilosSciowa otrzymanego preparatu

Czystos¢ zawiesiny klebkow nerkowych oceniano przy uzyciu
mikroskopu §wietlnego. Zanieczyszczenie elementami morfotycznymi
(kanaliki, komdrki) wynosito nie wigcej niz 5 %.
llos¢ kigbuszkow nerkowych w otrzymanym preparacie okreslano,
poprzez liczenie kigbuszkéw w komorze Fuchs-Rosenthal’a pod
mikroskopem $wietlnym. W wyniku stosowanej metody izolacji,
z jednej nerki otrzymywano okoto 10 tysigcy kigbuszkow.

Doswiadczenia prowadzono na znanej liczbie kigbuszkow nerkowych.

4.4.3 Inkubacja kl¢buszkow nerkowych z testowanymi zwigzkami

Do 200ul zawiesiny zawierajacej 2000 + 150 kigbuszkow
nerkowych w buforze PBS z albumina wotowa (1%) dodawano 0,2
uCi [*H]-inuliny. Tak przygotowane probki preinkubowano 30 minut
w temp. 36°C w tazni wodnej z ciaglym mieszaniem(40obrotéw/min).
Inkubacj¢ kontynuowano z testowanymi zwigzkami, ktore dodawano
do poszczegdlnych probek w objgtosci 25 pl. Probki kontrolne
inkubowano z PBS. W S$cisle okreslonym czasie, inkubacje
przerywano przenoszac 200ul mieszaniny inkubacyjnej do probdwki
wirowniczej zawierajacej 100ul oleju silikonowego AR-200 (Wacker
— Chemie, Miinchen), schtodzonego do temperatury okoto 4°C,
1 natychmiast wirowano przez 5 sekund przy przyspieszeniu 5000 g
(Beckman, Microfuge 'M11). W wyniku wirowania, klebuszki
nerkowe przechodza przez olej, formujac na dnie probowki osad

ktebuszkowy, natomiast S$rodowisko inkubacyjne pozostaje nad
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warstwa oleju.

4.44 Pomiar objetosci wewngtrzkapilarnej klebuszkow

nerkowych

Do naczyn scyntylacyjnych przeniesiono po 20 pl supernatantu
z kazdej probki inkubacyjnej, do kolejnych - odcigty za pomoca
nozyka koniec probowki wraz z osadem kilgbuszkow. Osad
roZpuszczono
w 500 ul 0,3% Tritonu X-100 mieszajac kazda prébke przy pomocy
vortexu (Genie'™'2). Nastepnie do naczyn scyntylacyjnych dodano po
2ml scyntylatora tritonowo-ksylenowego (Ultima Gold — Sigma). Tak
przygotowane probki pozostawiono na 30 minut w zaciemnionym
miejscu. Nastgpnie umieszczono probki w liczniku scyntylacyjnym
(Wallac 1409).
Objetos¢ wewnatrzkapilarng ktebuszkéw GIS, wyrazona w pikolitrach
(pl), wyliczono dla poszczegdlnych probek uwzgledniajac
radioaktywno§¢ (wyrazona w cpm) osadu kiebuszkowego 1

supernatantu oraz ilos¢ ktgbuszkow nerkowych w osadzie, wg wzoru:

[*H]-radioaktywno$¢ osadu (cpm)

GIS =
[*H]-radioaktywno$¢ 1l supernatantu (cpm) - ilos¢ klebuszkow w

osadzie

W oparciu o pomiar objgtosci inulinowe] kigbuszkow nerkowych,

okreslano zmiany objetosci wewnatrzkapilarnej, ktére wyrazono jako
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procent zmian w odniesieniu do wartosci podstawowej (Wyjsciowej).

4.5 Obliczenia statystyczne

Przedstawione w pracy wyniki sa Srednimi arytmetycznymi z 5 — 10
doswiadczen + $redni blad S$redniej (SE). Prawdopodobienstwo

identyczno$ci dwoch srednich oceniano testem ANOVA.

4.6 Odczynniki
Odczynniki uzyte do doswiadczen byly czystosci analitycznej
1 pochodzity z nastepujacych firm:
Du Pont: Inulina [*H]
Merck: Triton X-100
Polfa: Heparyna
Polskie Odczynniki Chemiczne: NaCl, sulfaminian amonu, NaNO,,
Tween 80, molibdenian amonowy, H,SO,, K,HPO,, LiCl, glukoza
RBI: Inactin
Renal: TCA
Sigma: ApsA, B,y - MeATP, 2-MeSATP, Suramina, teofilina,

p-aminohipuran sodu, N-(I-naftylo)ethylenodiamina, Na,HPO,,
KH,PO,, KCI, Mg(Cl,, CaCl,, albumina
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5. WYNIKI

W pracy tej badano dzialanie naturalnego aktywatora
receptorow purynowych — diadenozynotetrafosforanu (ApsA) — na
nerkowa hemodynamike, diurez¢ i wydalanie elektrolitow z moczem
szczura. Nastgpnie dziatanie tego dinukleotydu poréwnano z
nerkowym dziataniem ATP, stosujac analogi ATP - swoiste agony
receptoréw P2X 1 P2Y.

Uzyskane wyniki z ApsA potwierdzily oraz poszerzyty
wczesniejsza wiedzg na temat dzialania dinukleotydu podawanego do
ogolnego krazenia krwi na funkcje¢ nerek. Jak przedstawiono na Ryec. 1
1 2, ApsA w czasie dozylnej infuzji w dawce 0,2 pumol/kg +
2 nmol/min/kg stymuluje natriurez¢ okoto 3,5-krotnie nie zmieniajac
w statystycznie znamienny sposob diurezy (Ryc. 1A i1 B). Natomiast
ApsA podany w dawce 10-krotnie wigkszej (2umol’kg +
20 nmol/min/kg) — oprocz 5-krotnego wzrostu natriurezy oraz okoto
2-krotnego wzrostu diurezy — redukuje GFR $rednio o okoto 30% w
czasie godzinnej infuzji (Ryc. 2A). Zmiany te pojawialy si¢
stopniowo; maksymalne obnizenie GFR obserwowano w trzecim
okresie, tj. 40 — 60 min po wlaczeniu infuzji ApsA (Ryc. 2A).
Poniewaz Ap4A zwigkszal wydalanie sodu pomimo hamujacego
dziatania na filtracje klebuszkowa wyliczono, ze frakcyjne wydalanie
sodu wzrosto okoto 4-krotnie juz w pierwszym okresie, a w trzecim
okoto 8-krotnie (Ryc. 2B). Uzyskane dane $wiadcza o zahamowaniu
reabsorpcji sodu w kanalikach nerkowych w wyniku podawania Ap,A
do ogolnego krazenia krwi.

Jak przedstawiono na Ryc.3, juz w pierwszych dwudziestu
minutach infuzji Ap4A dochodzito do spadku przepltywu osocza przez

nerki (RPF; p < 0,05), mierzonego klirensem p-aminohipuranu (Cpay)
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1 zmiany te utrzymywaly si¢ w kolejnych dwoch okresach
doswiadczalnych. W czasie infuzji Ap,A nie obserwowano istotnych
zmian $redniego ci$nienia tetniczego krwi (MAP). Jak przedstawiono
w Tab. I, warto§¢ MAP w okresie kontrolnym wynosita 116 + 3,1
mmHg, a w czasie godzinnej infuzji ApsA Srednio 113 + 4,0 mmHg.
Réwniez hematokryt krwi tetniczej (Ht) nie zmienial si¢ w tych
doswiadczeniach 1 wynosit przed podaniem Ap;A $rednio 38 + 2,0%,
a pod koniec infuzji Aps,A 37 + 3,1% (Tab.1). Na podstawie
uzyskanych danych wyliczono, ze dozylna infuzja Ap,A (2 umol/kg +
20 nmol/min/kg) zwigksza opdér naczyn krwionosnych w nerkach
(RVR) z 7,0 £ 0,3 do 10,4 £ 0,6 mmHg/ml min (p < 0,05). Z danych
tych wynika, ze w czasie dozylnej infuzji Ap,A zmienia si¢ motoryka
naczyn krwiono$nych w nerkach, czego wynikiem moze by¢
zahamowanie tempa przeptywu krwi przez nerki 1 filtracji
ktebuszkowe;.

Dodatkowych danych wskazujacych na naczynioruchowe
dziatanie ApsA w nerkach dostarczyly wyniki doswiadczen na
izolowanych kigbuszkach nerkowych szczura, przedstawione na
Ryc.4: ApsA dodany do zawiesiny kigbuszkéw redukowat przestrzen
wewnatrzkapilarna kilebuszka (GIS) w stopniu zaleznym od jego
stezenia w Srodowisku 1 czasu inkubacji. Maksymalna redukcj¢ GIS o
ok. 18 % w odniesieniu do warto$ci wyjsciowe] (p < 0,05),
obserwowano przy 10 nM stezeniu Ap,A w srodowisku. Z obserwacji
tych wynika, ze pozakomérkowy Ap,A badz produkty jego hydrolizy
(ATP 1i/lub adenozyna) moga obkurcza¢ w warunkach in vivo
naczynia kapilarne kigbuszkéw 1 w konsekwencji redukowac
przeptyw krwi przez kigbuszki oraz powierzchni¢ filtracyjna —

czynniki wplywajace na wielko$¢ przesaczania nerkowego.
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Poniewaz obserwowane zmiany funkcji nerek indukowane
dozylna infuzja Ap,A moga by¢ efektem dziatania ApsA per se , badz
tez jego produktéw hydrolizy tj. ATP (poprzez receptory P2) i/lub
adenozyny (poprzez receptory Pl), w pracy tej podjeto probe
okreslenia grupy receptorOw zaangazowanych w nerkowe dziatanie
ApsA. W celu zidentyfikowania grupy receptoréw zaangazowanych w
nerkowe dziatanie Ap,A, nukleotyd ten podawano jednocze$nie z
antagonem receptoréw P1 — teofiling - oraz receptorow P2 — suramina.

Doswiadczenia wykazaly, ze suramina (12 mg/kg + 0,18
mg/min/kg), przeciwnie do teofiliny (8 umol/kg + 0,2 umol/min/kg),
blokuje dzialanie Aps;A na nerkg. Jak przedstawiono na Ryc.5,
obserwowane zmiany GFR po podaniu Ap,A w czasie infuzji teofiliny
byty poréwnywalne do tych jakie wystepowaty, gdy w infuzj¢
wlaczono tylko ApsA. Z kolei ApsA podany w czasie infuzji suraminy
nie wywieral istotnych zmian GFR (Ryc.5), ani tez nie zwigkszal
diurezy (Ryc.6) 1 natriurezy (Ryc.7). Z powyzszych doswiadczen
wynika, ze w nerkowe dziatanie ApsA moga by¢ zaangazowane
receptory P2, ktorych naturalnymi ligandami sa zarowno Ap4A, jak 1
produkt hydrolizy — ATP.

W kolejnym etapie do$§wiadczen, dziatanie ApsA na funkcje¢
nerek poréwnano z dziataniem ATP. Do doswiadczen uzyto analogi
ATP, oporne na dziatanie enzymow hydrolizujacych tj. B,y-
metylenoATP (B,y-MeATP) — selektywny agon receptorow P2X -1 2-
metylotioATP (2-MeSATP) — selektywny agon receptorow P2Y.
Zwiazki te podawano dozylnie w dawkach po 2 umol/kg jednorazowo
oraz 20 nmol/min/kg w infuzji ciagte;.

Jak przedstawiono na Ryc.8, 2-MeSATP w wigkszym stopniu
niz , ApsA obnizyl GFR, maksymalnie juz w pierwszym okresie

doswiadczalnym - okoto 40 % w odniesieniu do okresu kontrolnego
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(p < 0,05). Statystycznie istotnych zmian GFR nie obserwowano w
czasie infuzji B,y-MeATP (Ryc.8A). Analog ten w stosowanej dawce
powodowal okoto 2,5-krotny wzrost diurezy (Ryc.9), wyrazonej
zar6wno w warto$ciach bezwzglednych (Ryc. 9A) oraz jako frakcyjne
wydalanie (Ryc. 9B). Jak przedstawiono na Ryc. 10, kazdy
z testowanych zwiazkow wywotywal natriurez¢. Dziatanie
natriuretyczne obu analogow ATP, wyrazone jako frakcyjne
wydalania (FEy,, Ryc.10B) byto podobne i nie réznito si¢ istotnie od
wartosci FEy, okreslonej dla grupy zwierzat otrzymujacej Ap,A. Na
podstawie uzyskanych danych mozna wnioskowa¢, ze Ap,A hamuje
reabsorpcje sodu w kanalikach nerkowych za posrednictwem
receptorow P2 — podobnie jak selektywny agon receptorow P2X 1 w
mniejszym stopniu agon receptoréw P2Y.

Jak przedstawiono w tabeli II, zwigkszonej natriurezie,
indukowanej infuzja testowanych zwiazkoéw, towarzyszyt okoto 2-
krotny wzrost frakcyjnego wydalania (FE) jonu chlorkowego
1 jondéw fosforanowych (Pi). Wzrost frakcyjnego wydalania
powyzszych jondéw z moczem odzwierciedla redukcje reabsorbeji tych
jonoww kanalikach nerkowych w czasie infuzji testowanych agonow.
Tylko w niewielkim stopniu wzrosto frakcyjne wydalanie jonu
potasowego w czasie infuzji ApsA 1 analogbw ATP, jednakze
przeciwnie do pozostalych jondéw, wzrost ten nie byt statystycznie
zamienny (p>0,05).

W jednej serii do$wiadczen zwierzeta dodatkowo obciazono
chlorkiem litu w celu zbadania wptywu Ap4A i analogéw ATP na
wydalanie jonow litu z moczem, wskaZnika reabsorpcji sodu w
kanalikach proksymalnych. Badania przeprowadzono na pigciu
szczurach w kazdej grupie doswiadczalnej. Po okresie kontrolnym

jedna grupa zwierzat otrzymala w infuzji ciaglej ApsA, druga
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B,y-MeATP, a trzecia 2-MeSATP w dawkach po 2 pumol/kg +
20 nmol/min/kg. Jak przedstawiono w tabeli III, godzinna infuzja
badanych zwiazkéw wywotata wzrost frakcyjnego wydalania litu
(p < 0,05); okoto 3-krotny w czasie infuzji ApsA lub 2-MeSATP, i
okoto 2-krotny w czasie infuzji ,y—MeATP (p<0,05). Uzyskane dane
sugeruja, ze w czasie podawania testowanych agondéw receptorow P2
wzrosta objgtos¢ plynu opuszczajacego kanaliki proksymalne,
odpowiednio 3- 1 2-krotnie. Zatem, wzrost frakcyjnego wydalania litu
byl zwiazany z redukcja bezwglednej objetosci ptynu kanalikowego
ulegajacego reabsorpcji w kanaliku proksymalnym (C;, — Cp).
Wyliczono, ze reabsorpcja w kanaliku proksymalnym zmniejszyta si¢
2,3-krotnie w doswiadczeniach z Ap,A (p<0,05) i1 3,5-krotnie z 2-
MeSATP (p<0,05), a w grupie traktowanej B,y—MeATP zmniejszyta
si¢ zaledwie o 30 %. Z kolei wyliczono w dalszych odcinkach
nefrondéw, ze reabsorpcja wody (Cp; — V) 1 sodu (Cp; — Cy,) ulegta
okoto 2-krotnemu zwigkszeniu. Ostatecznie, frakcyjne wydalanie sodu
z dalszych odcinkéw nefronu istotnie wzrosto (p<0,05) tylko w
doswiadczeniach z B,y~MeATP. Dane te sugeruja, ze antagon
receptorow P2X hamuje reabsorpcj¢ sodu rowniez w dalszych

odcinkach nefronu.

Jednym ze  zrédel  pozakomoérkowych — nukleotydow
adeninowych w nerkach sa zakonczenia nerwowe. Aby odpowiedzie¢
na pytanie, czy w wyniku odnerwienia nerek dochodzi do zmiany
wrazliwosci nerek na dziatanie Ap,A 1 ATP, przeprowadzono
doswiadczenia na szczurach po obustronnym odnerwieniu nerek.
Grupe kontrolng stanowity zwierzgta po zabiegu pozorowanym. Obie
grupy zwierzat w dziewiatym dniu po zabiegu otrzymywaty dozylnie

ApsA 1 analogi ATP w dawce po 2 pumol/kg + 20 nmol/min/kg.
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Nalezy zaznaczy¢, ze mierzone parametry funkcji nerek w okresie
kontrolnym, jak 1 w czasie podawania testowanych nukleotydow w
grupie zwierzat po zabiegu pozorowanym (grupa kontrolna) nie
roznily si¢ istotnie od tych opisanych powyzej, w doswiadczeniach
przeprowadzonych na szczurach nie poddawanych zadnym zabiegom
(Ryc.8, 9, 10). Istotne r6znice ujawnialy si¢ w grupie szczuréw po
obustronnym odnerwieniu nerek. Zmiany GFR przed 1 w czasie
podawania ApsA ilustruje Ryc.11. W okresie wstgpnym (przed
wlaczeniem ApsA) GFR bylo nizsze w grupie badanej niz w grupie
kontrolnej (p < 0,05) 1 obnizyto si¢ o okoto 40 % w czasie podawania
ApsA. Spadek GFR (A GFR) nie roznit si¢ istotnie od zmian GFR
wywotanych infuzja ApsA w grupie kontrolnej (Ryc.11). Zmienita sig
natomiast odpowiedz nerek odnerwionych — mierzona zmianami GFR
- na dzialanie analogow ATP. Jak przedstawiono na Ryc.12, 2-
MeSATP w dwukrotnie mniejszym stopniu obnizal GFR niz w grupie
kontrolnej.Z kolei B,y-MeATP, ktory w grupie kontrolnej nie zmieniat
GFR, u zwierzat po odnerwieniu nerek redukowal GFR, §rednio o 15
% w odniesieniu do wartosci wyjsciowych (p<0,05).

W wyniku odnerwienia nerek nie zmienita si¢ diureza w okresie
wstepnym 1 wzrosta po wlaczeniu infuzji Ap,A w takim samym
stopniu jak w grupie kontrolnej (Ryc.13). Z kolei efekt diuretyczny
B,y-MeATP byl okoto 3-krotnie wigkszy w grupie badanej niz
w kontrolnej. (Ryc.14). Rowniez infuzja 2-MeSATP, analogu, ktory
w grupie kontrolnej nie ujawnial dziatania diuretycznego, u zwierzat
po odnerwieniu nerek spowodowal okoto dwukrotny wzrost diurezy
(Ryc.14).

Niezaleznie od zmian diuretycznych obserwowanych w tych
do$wiadczeniach, zmiany wydalania sodu z moczem przedstawialy sie

nastepujaco (Ryc.15): w okresie wstgpnym wydalanie sodu u
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szczurOw po odnerwieniu nerek bylo okoto 4-krotnie wigksze niz w
grupie kontrolnej (po zabiegu pozorowanym) i ulegto obnizeniu po
wlaczeniu infuzji ApsA, osiagajac wartosci zblizone do wyjsciowych -
grupy kontrolnej. Podobne dziatanie ujawniat 2-MeSATP (Ryc.16). Z
kolei przeciwny efekt obserwowano, gdy zwierzgta po odnerwieniu
nerek otrzymaly B,y-MeATP. Pomimo zwigkszone] natriurezy w
okresie wstgpnym, podanie agona receptorow P2X powodowato
dalszy wzrost wydalania sodu, ktory ostatecznie byt ponad 5-krotnie
wigkszy niz po podaniu tego zwiazku grupie kontrolne;.

W  podsumowaniu: wplyw odnerwienia nerek na diuretyczne
1 natriuretyczne dziatanie agonow receptorow P2 obrazuje Ryc.17,
przedstawiajaca zmiany frakcyjnego wydalania sodu (AFEn, [%])
1 moczu (AFE... [%]) po podaniu testowanych zwiazkéw grupie
badanej 1 kontrolnej. Z przedstawionych danych wynika, ze Ap4A
oraz 2-MeSATP, czynniki hamujace reabsorpcj¢ sodu w kanalikach
proksymalnych traca t¢ wlasciwos¢ w odnerwionych nerkach,
zachowujac jednak hamujace dziatanie na transport wody. Z kolei
hamujace dzialanie B,y-MeATP na kanalikowa reabsorpcje sodu i

wody nasilito SI¢ w nerkach odnerwionych.
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Ryc. 1. Zmiany wydalania jonu sodowego z moczem (Un,V) oraz diureza w
czasie dozylnej infuzji ApsA. Bezposrednio po okresie kontrolnym
jedna grupa zwierzat (n=8) otrzymata ApsA — jednorazowo 2 umol/kg i
w infuzji ciagtej] 20 nmol/min/kg, druga grupa (n=5) — ApsA w dawce
10-krotnie mniejszej. Wyniki wyrazono w wartosciach bezwzglednych;
panel A przedstawia minutowe wydalanie sodu (umol/min), panel B
przedstawia minutowe wydalanie moczu (pl/min). Kazdy punkt jest
wartoscia $rednia = SE. *p< 0,05 wzgledem odpowiednich wartosci
wyjsciowych (okres kontrolny).
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—— ApyA 2 pmol/kg + 20 nmol/min/kg
—O0— ApyA 0,2 pmol/kg + 2,0 nmol/min/kg
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Ryc. 2. Zmiany GFR i frakcyjne wydalanie jonu sodowego z moczem (FEy,)
w czasie dozylnej infuzji ApsA. Protokol doswiadczenia jak w opisie
Ryc.1. Panel A przedstawia filtracj¢ kigbuszkowa (GFR) wyrazona w
warto$ciach bezwzglednych (ml/min), panel B przedstawia wydalanie
sodu z moczem (FEn,) — jako procent tadunku sodu filtrowanego
(GFR‘[Nalsurowica)- Kazdy punkt jest warto$cia $rednia (n=5-8)
+ SE. *p<0,05 obliczone wzgledem okresu kontrolnego.
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Ryc. 3. Zmiany przeplywu osocza przez nerki (RPF) i ciSnienie tetnicze

(MAP) w czasie dozylnej infuzji ApsA (2 pmol’kg + 20
nmol/min/kg). Bezposrednio po okresie kontrolnym zwierzg¢ta
(n=8) otrzymaty ApsA — jednorazowo 2 umol/kg i w infuzji ciaglej
20 nmol/min/kg. RPF oznaczano w oparciu o pomiar klirensu p-
aminohipuranu. Kazdy punkt jest wartoscia $rednia (n=8) £+ SE.
*p< 0,05 wzgledem odpowiednich warto$ci wyjsciowych (okres
kontrolny).
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Tab.l. Przeplyw krwi przez nerki (RBF) i oporno$s¢ naczyn nerkowych
(RVR) w odpowiedzi na dozylng infuzj¢ ApsA (2 pmol/kg + 20

nmol/min/kg)
OKRES KONTROLNY ~ OKRES
DOSWIADCZALNY

MAP [ mmHg] 116 £3,1 113+£4,0

Ht [%] 38+2,0 37+3,1

RPF [ml/min] 10,3 +1,7 6,9 + 1,4*

RBF [ml/min] 16,6 £2,5 10,9 £ 1,8%
RVR [mmHg/ml min] 7,0£0,3 10,4 + 0,6*
GFR [ml/min] 1,9+0,2 1,3+0,2%

Objasnienia: MAP — S$rednie ci$nienie krwi tetniczej; Ht — hematokryt;
RPF — przeptyw osocza przez nerki; RBF — przeptyw krwi przez nerki (RPF/(1-
Ht); RVR — oporno$¢ naczyn nerkowych (RVR = MAP/RBF). Wyniki
przedstawiaja wartosci $rednie (n=5) = SE z okresu kontrolnego (przed
wlaczeniem ApsA) oraz 60 minutowego okresu doswiadczalnego (bezposrednio
po wilaczeniu infuzji ApsA).*p< 0,05 obliczone wzgledem wartosci kontrolnych.
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Ryc. 4. Zmiany objetosci przestrzeni wewnatrzkapilarnej (GIS) izolowanych
klebuszkéow nerkowych w czasie inkubacji z ApsA. Zawiesing
kigbuszkéw nerkowych (1000 klebuszkéw w 100ul PBS) preinkubowano
z [*H]-inulina, a nastepnie inkubacje kontynuowano z ApsA o stezeniu
0,01; 1; 100 uM w czasie 0, 1, 2, 51 7 minut, w temp. 36°C. Kazdy punkt
jest wartos$cia Srednia z 5 doswiadczen = SE. p*< 0,05 obliczone
wzgledem warto$ci podstawowej (czas inkubacji i stgzenie ApsA = 0).
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Ryc. 5. Wplyw teofiliny (anty P1) i suraminy (anty P2) na zmiany filtracji
kl¢buszkowej indukowane dozylng infuzja ApsA (2 pmol/kg + 20 nmol/min/kg). Po
okresie kontrolnym jednej grupie zwierzat (n=8), dozylnie podawano teofiling
(0,8 umol/kg + 0,2 pumol/min/kg), drugiej grupie (n=6) suraming (12 mg/kg + 0,18
mg/min/kg), a trzeciej — kontrolnej (n=10) 140mM NaCl. Wszystkim trzem grupom
zwierzat w 20 minucie dodatkowo wilaczono ApsA i infuzje kontynuowano przez 60
minut. Panel A ilustruje filtracj¢ kigbuszkowa (GFR) w przebiegu do$wiadczenia,
wyrazong w warto$ciach bezwzglgdnych (ml/min). Panel B przedstawia zmiany GFR
wyrazone w procentach w odniesieniu do okresu kontrolnego - bezposrednio przed
wlaczeniem ApsA (shupek biaty) oraz w czasie 60 minut po wlaczeniu Ap,A (stupek
czarny). Wyniki przedstawiaja wartosci $rednie = SE; *p< 0,05 wzgledem wartosci
kontrolnych.

50



Teofilina
~ lub .
50 Suramina PAP4A (2 umol/kg + 20 nmol/min/kg)
401 —e— 140 mM NaCl o
—-0— Teofilina /
—w— Suramina /
= 30 A
£
E
> 20 A
10 ~
0 T T T T T T
-20 0 20 40 60 80
Czas [min]
B
8 -
7 |
6 -
— 5 4 1 APLA ()
= AP A (F)
> 4 1
=
= 3
2
1

140 mM NacCl Suramina Teofilina

Ryc. 6. Wplyw teofiliny (anty P1) i suraminy (anty P2) na diuretyczne
dzialanie ApsA (2 pmol/kg + 20 nmol/min/kg). Protokot doswiadczenia
jak w opisie Ryc.5. Panel A ilustruje diureze¢ w przebiegu doswiadczenia,
wyrazong w warto$ciach bezwzglednych (pl/min). Panel B przedstawia
frakcyjne wydalanie moczu (%) w czasie 20 minut infuzji antagonu
bezposrednio przed wiaczeniem ApsA (stupek bialy) oraz w okresie 60
minut po wiaczeniu ApsA (stupek czarny). Wyniki przedstawiaja wartosci
srednie + SE; *p< 0,05 wzgledem wartosci kontrolnych.
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Ryc. 7. Wplyw teofiliny (anty P1) i suraminy (anty P2) na natriuretyczne
dzialanie ApsA (2 pmol/kg + 20 nmol/min/kg). Protokotl doswiadczenia jak w
opisie Ryc.5. Panel A ilustruje wydalanie jonu sodowego w przebiegu
doswiadczenia, wyrazone w wartosciach bezwzglednych (pmol/min). Panel B
przedstawia frakcyjne wydalanie sodu (%) w czasie 20 min infuzji antagonu
bezposrednio przed wlaczeniem Ap4A (stupek biaty) oraz w okresie 60 minut po
wlaczeniu ApsA (stupek czarny). Wyniki przedstawiaja warto$ci $rednie £ SE;
*p< 0,05 wzgledem warto$ci kontrolnych.
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Ryc. 8. Zmiany GFR w czasie dozynej infuzji analogow ATP — swoistych

agonow receptorow P2X  (B,y-metylenoATP) i P2Y (2-
metylotioATP). Po okresie kontrolnym jedna grupa zwierzat
otrzymywata w infuzji dozylnej B,y-metylenoATP (B,y-MeATP), druga
— 2-metylotioATP (2-MeSATP), a trzecia — kontrolna — ApsA. Kazdy
zwiazek podawano w dawkach po 2,0 umol/kg + 20 nmol/min/kg.
Wyniki wyrazono w warto$ciach bezwzglednych (ml/min) — panel A,
oraz jako procent zmian GFR w czasie 60 min infuzji agonu w
odniesieniu do odpowiedniego okresu kontrolnego — panel B. Kazdy
wynik jest warto$cia $rednia (n =8) + SE, *p< 0,05 wzgledem wartosci
kontrolne;.
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Ryc. 9. Zmiany diurezy w czasie dozynej infuzji analogow ATP — swoistych

agonow receptorow P2X  (B,y-metylenoATP) i P2Y (2-
metylotioATP). Protokol doswiadczenia jak w opisie Ryc.8. Wyniki
wyrazono w wartosciach bezwzglednych (ul/min) — panel A oraz jako
srednie frakcyjne wydalanie moczu przed (stupek biaty) 1 po wiaczeniu
testowanych analogéw (stupek czarny) — panel B. Kazdy punkt jest
warto$cia Srednia (n = 5-8) £ SE, *p< 0,005 wzgledem wartosci
kontrolne;j.
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Ryc. 10. Zmiana wydalania sodu z moczem w czasie dozylnej infuzji
analogow ATP — swoistych agonéw receptorow P2X (B,y-metylenoATP) i
P2Y (2-metylotioATP). Protokot doswiadczenia jak w opisie Ryc. 8. Wyniki
wyrazono w wartosciach bezwzglednych (umol/min) — panel A oraz jako $rednie
frakcyjne wydalanie sodu z moczem przed (stupek bialy) i po wiaczeniu
testowanych agonow (stupek czarny) — panel B. Kazdy punkt jest wartoscia
$rednig (n = 8) + SE. *p< 0,05 wzgledem wartoscikontrolne;.
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Tab.Il. Wydalanie elektrolitdw z moczem przed i w czasie dozylnej infuzji
Ap4A i analogéw ATP (po 2 pmol/kg + 20 nmol/min/kg)

Ap4A B,y-MeATP 2-MeSATP
okres okres okres okres okres okres
kontrolny  do$wiad. kontrolny  doswiad. kontrolny doswiad.

Vv

[wl/min] 13,143,6 | 22.843,9% | 17,1446 | 31,6£6,2* | 20,6+8,5 | 19,8+4,0

FEy

[l 0,740,2  1,8£0,3* | 0,9+0,1  1,7+0,3* | 1,0£0,2  1,7+0,2

UNaV

[umol/min] | 15,02 | 3240,7¢ | 1,4+03 = 3,6£0,6* | 0,9+0,4 = 2,0+0,4

FENa

[l 0,4+0,2 | 1,8£0,4* | 0,602 | 1,4+02%* | 04+0,1 | 1,2+02*

UxV

[pmol/min] | 35,06 | 2,0+0,7 | 1.8+0,2 | 2,0£0,5 | 1,9+03 | 1,5+0,6

FEx

[l 30+4,5 39+5,0 24+4,0 28+4.5 24437 | 3246,0

UaV

[pmol/min] | 5 4102 = 4,1+0,5 | 2,7¢0,3 = 42407 | 2,2+0,6 = 2,305

FEc

[l 14405 | 3,2+0,7* | 1,5+0,4 @ 23+0,4* | 1,103 | 2,0+0,5*

UpV

[pmol/min] | o 7.01 | 1,3+0,1% | 0,6£0,1 | 1,1£02% | 0,7+0,2 1,0+0,1

FEp;

[V0] 14£1,2 | 28+1,0 | 13209 | 24+1,3* | 1240,7 | 35+1,4*

Objasnienia: V — diureza wyrazona w pl/min; FEy — frakcyjne wydalanie moczu
wyrazone %; Ugex V — wydalanie elektrolitéw (sodu, potasu, chlorku, fosforanu) z
moczem wyrazone w wartosciach bezwzglednych (umol/min); EFge (%)- frakcyjne
wydalanie elektrolitow z moczem. Kazdy wynik jest warto$cia §rednia (n =5 w
kazdej grupie) = SE z okresu kontrolnego (wstgpnego) oraz 60 minutowego okresu
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doswiadczalnego.

kontrolnego.

*p<0,05

obliczone

wzgledem

odpowiedniego

okresu

Tab. I11. Wskazniki funkcji kanalikow nerkowych przed i w czasie dozylnej
infuzji ApsA i analogow ATP (po 2 pmol/kg + 20nmol/min/kg)

Ap4A B,y-MeATP 2-MeSATP
okres okres okres okres okres okres
kontrolny  doswiad. kontrolny  doswiad. kontrolny doswiad.
FEy;
[“o] 17+4.0 48+11* 18+4,1 35+8,0* 17£6,0 58+12*
Cin- Cui

1543+121 | 655+115* | 1510+118 | 1060+123 | 1690180 | 485+171%
CLi-V

294430 582+155 | 313+112 | 548+103 | 319+145 | 665+148
V/Cli
[“o] 42420 = 4,0:1,8 | 51+09 = 5412 | 62+1.4 | 3,015
CLi- Cna

299426 582+175 320493 505+118 | 333+127 | 671+122
CNa/CLi
[“e] 2,6+1,2 | 3,5:1,1 | 3,120,8  5,5£0,9% | 2,112  2,2+1,0
Objasnienia: FEp; = frakcyjne wydalanie Li z moczem [%]; Ci, — Cui =

reabsorpcja przesaczu w kanalikach proksymalnych [pl/min]; Cy; — V =
reabsorpcja wody w dalszych czgéciach nefronow; V/Cy; = frakcyjne wydalanie
wody z dalszych cze$ci nefronow [%]; Cr; — Cna = reabsorpcja sodu w dalszych
czesciach nefrondow; Cno/Cri = frakcyjne wydalanie sodu z dalszych cze$ci
nefronéw. Wyniki przedstawiaja wartosci srednie (n = 5 w kazdej grupie) = SE z
okresu kontrolnego (wstgpnego) oraz 60 minutowego okresu doswiadczalnego

(bezposrednio po wlaczeniu testowanych zwiazkow).

wzgledem odpowiedniego okresu kontrolnego.

*p<0,05 obliczono
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Ryc.11. Wplyw odnerwienia na filtracj¢ klgbuszkowa (GFR) indukowang infuzja

Ap4A. Po okresie kontrolnym grupa zwierzat badanych oraz grupa kontrolna
(po zabiegu pozorowanym) otrzymaly w infuzji dozylnej ApsA w dawce
po 2 pumol/kg + 20 nmol/min/kg. Wyniki wyrazono w wartosciach
bezwzglednych (ml/min) w przebiegu do$wiadczenia. Kazdy punkt jest
wartoscia $rednig (n = 5) = SE. *p < 0,05 obliczone wzglgdem odpowiedniego
okresu kontrolnego,#p< 0,05 obliczone wzgledem odpowiedniego okresu
w grupie po zabiegu pozorowanym.

Ap,A B.y-MeATP 2-MeSATP

A GFR [%]

Rye.12.

1 szczury (kontrolne) po zabiegu pozorowanym
EEN szczury po odnerwieniu nerek

Wplyw odnerwienia na filtracj¢ klgbuszkowa (GFR) indukowana infuzja
analogow ATP. Po okresie kontrolnym jedna grupa zwierzat otrzymata w
infuzji dozylnej B,y-metylenoATP (B,y-MeATP), druga - 2-metylotioATP (2-
MeSATP), i dla porownania trzecia — Ap,A - w dawkach po 2 umol/kg + 20
nmol/min/kg. Grupg kontrolna stanowily zwierzg¢ta po zabiegu upozorowanym,
ktore otrzymaly testowane zwiazki w dawkach jw. Wyniki wyrazono jako
procent zmian GFR w czasie 60 minut infuzji testowanych zwiazkow w
odniesieniu do odpowiednich wartosci wyjsciowych (okres kontrolny). Kazdy
punkt jest warto$cia $rednia (n= 5) = SE. *p < 0,005 obliczone wzgledem
odpowiedniego okresu kontrolnego.
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Ryc. 13. Wplyw odnerwienia na diurez¢ indukowang infuzja ApsA. Protokot
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Ryec. 14.

doswiadczenia jak w opisie Ryc.11. Wyniki wyrazono w warto$ciach
bezwzglednych (ul/min) w przebiegu doswiadczenia. Kazdy punkt jest
warto$cia $rednia (n = 5) =+ SE. *p < 0,05 obliczone wzgledem
odpowiedniego okresu kontrolnego.

[ szczury (kontrolne) po zabiegu
pozorowanym
I szczury po odnerwieniu nerek

ApsA B,y-MeATP 2-MeSATP

Wplyw odnerwienia na diurez¢ indukowang infuzja analogow ATP.
Protokol doswiadczenia jak w opisie Ryc.12. Wyniki wyrazono jako
procent zmian diurezy w czasie 60 minut infuzji testowanych zwiazkow
w odniesieniu do odpowiednich warto$ci wyjsciowych (okres
kontrolny). Kazdy punkt jest wartoscia srednia (n = 5) + SE. *p < 0,05
obliczone wzgledem odpowiedniego okresu kontrolnego.
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Ryc. 15. Wplyw odnerwienia na natriurez¢ indukowana infuzja Ap4A.
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Protokot doswiadczenia jak w opisie Ryc.11. Wyniki wyrazono w
warto$ciach bezwzglednych (umol/min) w przebiegu doswiadczenia.
Kazdy punkt jest wartoscig $rednia (n = 5) = SE. *p < 0,05 obliczone
wzgledem odpowiedniego okresu kontrolnego. #p < 0,05 obliczone
wzgledem odpowiedniego okresu w grupie po zabiegu pozorowanym.
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Ryc. 16. Wplyw odnerwienia na natriurez¢ indukowang infuzjg analogéw

ATP. Protokot doswiadczenia jak w opisie Ryc. 12. Wyniki wyrazono
jako procent zmian GFR w czasie 60 minut infuzji testowanych
zwiazkéw w odniesieniu do odpowiednich wartosci wyjsciowych (okres
kontrolny). Kazdy punkt jest wartoscia srednia (n = 5) = SE. *p < 0,05
obliczone wzgledem odpowiedniego okresu kontrolnego, #p < 0,05
obliczone wzgledem odpowiedniej grupy kontrolne;j.
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Ryc. 17. Wplyw odnerwienia na frakcyjne wydalanie sodu z moczem
indukowane infuzja ApsA i analogéw ATP. Protokol doswiadczenia jak
w opisie Ryc. 12. Wyniki wyrazono jako procent zmian frakcyjnego
wydalania sodu (FEy,) 1 moczu (FEyy) w odniesieniu do odpowiednich
wartosci podstawowych (okres kontrolny) w grupie po zabiegu
pozorowanym (stupek biaty) oraz w grupie szczurow po przewlektym
odnerwieniu nerek (stupek czarny). Kazdy punkt jest wartoscia $rednia (n
= 5) = SE. *p <0,05 obliczone wzgledem wartosci podstawowej (okres
kontrolny), #p < 0,05 obliczone wzgledem grupy zwierzat po zabiegu
pozorowanym.

61



6. DYSKUSJA

Wyniki  przeprowadzonych  doswiadczen — potwierdzaja
wczesniejsze obserwacje [70] oraz dostarczaja dalszych dowodow
wskazujacych, ze dozylne podanie ApsA wywoluje natriurezg i
diurez¢ bez istotnych zmian w wydalaniu potasu. W wigkszej dawce
hamuje réwniez hemodynamike¢ nerkowa (przeptyw krwi przez nerki;
RBF) 1 w konsekwencji predkos¢ przesaczania kigbuszkowego (GFR).
Diuretyczne 1 natriuretyczne dziatanie ApsA, ktére wystepuje pomimo
spadku filtracji ktebuszkowej dowodzi, ze nukleotyd ten dziata na
mechanizm transportu sodu w kanalikach nerkowych.

Podobne zmiany funkcji nerek, chociaz z nieco innym
nasileniem, obserwowano, gdy szczurom dozylnie podano analogi
ATP, tj. B,y-MeATP oraz 2-MeSATP. Wczesniej opisano, ze zwiazki
te sa swoistymi agonami receptorow P2: B,y MeATP — agon
receptorow P2X oraz 2-MeSATP — agon receptorow P2Y. Aktywator
receptorow P2X stymulowatl diureze i natriureze, bez istotnych zmian
GFR, podczas gdy aktywator receptorow P2Y w znacznie wigkszym
stopniu obnizal GFR niz podany w tej samej dawce Ap;A (Ryc.8, 9
110).

Znamienny wzrost frakcyjnego wydalania (FE) jonow
sodowych, chlorkowych i fosforanowych wskazuje, ze znaczna czg$¢
tych jonow wczesniej przefiltrowanych w kigbuszkach nerkowych
ulega wydalaniu z moczem w nastgpstwie podania do krazenia Ap,A
lub analogow ATP. Zwigkszeniu uleglo rowniez frakcyjne wydalanie
litu sugerujac, ze kanaliki proksymalne moga by¢ gtownym miejscem
zahamowania wchtaniania zwrotnego sodu.

Wczesniej opisano [75], ze w kanalikach proksymalnych jony

litu ulegaja reabsorpcji w ilosciach proporcjonalnych do jondéw sodu,
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natomiast w dalszych czgs$ciach nefronu lit praktycznie nie ulega
reabsorpcji. Z innych badan wynika, ze lit moze ulega¢ reabsorpcji
rowniez w dalszych czg$ciach nefronu w warunkach ograniczonej
podazy sodu [74]. W obecnie prezentowanych do$wiadczeniach
zwierzeta byly karmione dieta standardowa, a zatem mozna przyjac,
ze w tych warunkach doswiadczalnych, klirens litu jest
wyznacznikiem objgtosci izotonicznego ptynu opuszczajacego kanalik
proksymalny 1 posrednio ilo$ci jonow sodowych wptywajacych do
dalszych czeSci nefronu. Zastosowanie tej techniki w obecnych
doswiadczeniach pozwolito wykaza¢, ze ApsA 1 2-MeSATP oraz w
mniejszym  stopniu  B,y-MeATP zwigkszaja objgtos¢  plynu
opuszczajacego kanaliki proksymalne. Otrzymane dane uwidocznity
rowniez, ze P,y-MeATP zwigksza frakcyjne wydalanie sodu z
dalszych czgsci nefronu sugerujac, ze analog ten hamuje reabsorpcje
sodu rowniez w tej czesci nefronu. Z kolei zmiany wywotane infuzja
ApsA, czy tez 2-MeSATP w dalszych czgsciach nefronow nie byly
statystycznie znamienne. Jednakze zbyt duzy rozrzut uzyskanych
warto$ci dla klirensu litu 1 sodu mogt przyczyni¢ sie do zaciemnienia
ewentualnych zmian w reabsorpcji sodu w tej cze¢sci nefronow.

W pracy tej] wykazalam, ze ApsA obniza GFR powodujac
jednoczesnie spadek RBF bez istotnych zmian Sredniego cis$nienia
tetniczego krwi (MAP). Wyniki te sugeruja, ze zmniejszony przeptyw
krwi przez nerki moze by¢ konsekwencja zwigkszonego oporu naczyn
wewnatrz-nerkowych. W oparciu o uzyskane dane wyliczono, ze
ApsA zwigkszyl oporno$¢ naczyn nerkowych okoto 50%. Dane te
potwierdzaja wczesniejsze obserwacje dotyczace zmian nerkowe]
hemodynamiki w do$wiadczeniach klirensowych z Ap4A [70] oraz na
modelu  perfundowanej nerki [38]. Dodatkowym dowodem

wskazujacym na mozliwos$¢ bezposredniego oddzialywania Ap,A na
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system naczyn krwionosnych w nerkach sa wyniki doswiadczen in
vitro na izolowanych kigbuszkach nerkowych - przedstawione na Ryc.
4 oraz opublikowane przez nas w Br. J. Pharmacol [69]. ApsA
zmniejszal objetos¢ wenatrzkapilarng ktebuszka nerkowego (GIS) w
stopniu zaleznym od jego ste¢zenia w Srodowisku zewngtrznym 1 czasu
inkubacji. Zmiany GIS wystepowaly rowniez w obecnosci Aps;A 1
ApsA 1 byly odwracalne w obecno$ci antagonow receptoréw P2 -
suraminy oraz blekitu reaktywnego-2. Jednakze w doswiadczeniach
tych, jak 1 w obecnie prezentowanej pracy, nie ustalono czy zmiany
dynamiki naczyn nerkowych sa efektem dziatania Ap4A per se, czy
tez produktu jego hydrolizy - ATP. Wysoka aktywnos¢ w kigbuszkach
nerkowych ekto-enzyméw hydrolizujacych dinykleotydy adeninowe
do naczynioaktywnych mononukleotydéw wskazuje, ze Api;A
pojawiajacy sie w tej czesci nefronu moze by¢ zrodtem ATP. Z kolei
ATP, jak wykazalty wczes$niejsze badania, za posrednictwem
receptorow P2X 1 P2Y - zlokalizowanych na komoérkach kurczliwych
ktebuszka — wywotuje skurcz, a za posrednictwem receptorow P2Y —
zlokalizowanych na komodrkach $réodbtonka — relaksacj¢ naczyn
kapilarnych kigbuszka [32]. Wydaje si¢ wigc mozliwe, ze zmiany
funkcji nerek szczura w czasie dozylnej infuzji ApsA sa wywolane,
przynajmniej cz¢sciowo, przez ATP.

Obserwowany spadek GFR w obecnie prezentowanych
do$wiadczeniach, szczegbdlnie w tych z uzyciem ApsA 1 2-MeSATP,
moze by¢ wynikiem uruchomienia mechanizmu ujemnego sprzg¢zenia
kanalikowo-kigbuszkowego poprzez zwigkszony dowoz sodu do
dalszych czgsci nefronu (C;, — Cp;). Mechanizm ten, w warunkach
zwigkszonego tadunku sodu naplywajacego w okolice macula densa,
stymuluje spadek GFR w pojedynczym nefronie. Postulowany jest

poglad, ze mediatorem sprzgzenia zwrotnego jest adenozyna 1 jej
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receptory Al [61] 1/lub ATP [46]. Jednakze zastosowanie w obecnych
doswiadczeniach teofiliny - antagona receptorow adenozyny — nie
miato istotnego wplywu na hamujace dziatanie Ap,A na filtracjg. Z
kolei suramina — antagon receptoréw P2 caltkowicie blokowata
dziatanie ApsA na funkcje¢ nerek, co potwierdza mozliwos¢ dziatania
Ap4A 1/lub jego metabolitu — ATP za posrednictwem receptoréw P2-
na funkcj¢ ktebuszka nerkowego 1 kanalika.

W doswiadczeniach, w ktéorych obnizono aktywno$¢ uktadu
wspotczulnego nerek, poprzez przecigeie nerwoéw nerkowych,
obserwowano spadek GFR (ok. 20%; Ryc.11) 1 wzrost wydalania
sodu z moczem (ok. 4-krotny; Ryc.15) w odniesieniu do grupy
zwierzat, ktorej wykonano zabieg pozorowany. Wyniki te
potwierdzaja  fizjologiczna ~ odpowiedz nerek, wyrazona
zahamowaniem reabsorpcji sodu, w warunkach obnizonej aktywnosci
wspoélczulnej nerek 1 moga by¢ traktowane jako potwierdzenie
efektywnosci dokonanego zabiegu odnerwienia [17]. Nalezy
nadmieni¢, iz dla pelnego potwierdzenia efektywnosci odnerwienia
nalezaloby oznaczy¢ stezenie noradrenaliny w nerce. Zastosowany w
obecnej pracy model przewlektego, obustronnego odnerwienia nerek
pozwolit zbada¢ odpowiedz nerek na pobudzenie uktadu
purynergicznego w sytuacji obnizonej/zniesionej aktywnosci uktadu
wspoétczulnego. Uzycie w tych doswiadczeniach swoistych agondw
receptoréw purynowych pozwolito na analiz¢ udzialu receptorow P2X
1 P2Y w regulacji funkcji nerek. W pi$miennictwie znajduje si¢ wiele
doniesien, z ktorych wynika, ze odnerwienie moze modyfikowac
odpowiedZ naczyn na egzogenne neurotransmitery, czy tez hormony
oraz czynniki o charakterze auto/parakrynym. Stwierdzono, ze
izolowane klebuszki nerkowe — pochodzace z farmakologicznie

odnerwionych nerek — pod wplywem noradrenaliny w wigkszym
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stopniu  akumuluja inozytolo-trifosforan  (IP;), niz klebuszki
pochodzace od szczuré4w normalnych [6]. Przewlekte odnerwienie
nerki zmienia jej odpowiedz na podawana do krazenia noradrenaling
[35]. W normalnych warunkach noradrenalina obkurcza naczynia
krwiono$ne nerek oraz stymuluje reabsorpcj¢ sodu, a dziatanie to jest
nasilone w nerce z obnizona/zniesiona podstawowa aktywnoscia
uktadu sympatycznego. Zwigkszona reaktywno$¢ narzadow na
noradrenaling prawdopodobnie jest wynikiem zwigkszonej ekspresji
synaptycznych receptoréw dla noradrenaliny tj. receptoréw oy [17].
Odnerwienie nerek zwigksza fosfaturyczny efekt dziatania PTH na
kanalik proksymalny [42]. Rowniez odpowiedZz odnerwionych
narzadow na dzialanie agondéw receptoréw purynowych byta
przedmiotem badan, chociaz stosunkowo nielicznych. W
doswiadczeniach na odnerwionej nerce wykazano, ze aktywnos¢
reninowa osocza indukowana agonami receptorow adenozynowych A,
jest mniejsza w warunkach odnerwienia [59]. Dos$wiadczenia te
sugeruja, iz uwalnianie reniny pod wplywem aktywacji receptorow A,
jest wspomagane w obecnos$ci podstawowej aktywno$ci sympatycznej
nerek. Stymulacja receptorow adenozyny, A; 1 A, w nerkach,
prowadzi do zmian w hemodynamice nerek oraz ich funkcji
wydalnicze; [13,47,77]. Wykazano, ze aktywno$¢ ukladu
sympatycznego zmienia wrazliwo$§¢ nerek na dzialanie agonow
receptorow A; 1 A,. Na modelu ostrego odnerwienia (40 minut po
zabiegu przecigcia nerwow nerkowych) wykazano, ze agon
receptorow A, tj. NECA w mniejszym stopniu hamuje wydalanie sodu
niz w nerce unerwionej. Takiego efektu nie zaobserwowano w
odniesieniu do agona receptorow Al tj. CCPA [54]. Z kolei w
warunkach obnizonej/zniesionej podstawowej aktywnosci uktadu

sympatycznego w wyniku przewlektego odnerwienia nerek (3-6 dni
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po zabiegu), stwierdzono wzmozony efekt dziatania agona receptorow
Al, co objawiato si¢ znacznie wigkszym spadkiem GFR, RBF i
zwigkszong reabsorpcja sodu 1 potasu niz u zwierzat normalnych [15].
Wyniki  obecnie  przeprowadzonych  doswiadczen  wskazuja,
ze odpowiedz nerek na Ap;A 1 niemetabolizujace si¢ analogi ATP
ulega rowniez modyfikacji w sytuacji  obnizenia/zniesienia
podstawowej aktywnosci uktadu symaptycznego nerek. W
doswiadczeniach tych wykazatam, ze przewlekte odnerwienie nerek
powoduje, iz staja si¢ one oporne na natriuretyczne dziatanie ApsA 1
agona receptorow P2Y — 2-MeSATP. Podobna natriuretyczna
oporno$¢ odnerwionej nerki opisano w stosunku do dopaminy [29].

W warunkach fizjologicznych wielkos$¢ natriurezy jest regulowana w
przewazajacej  mierze  przez  aktywno$¢  Na'-K'-ATPazy
zlokalizowanej w blonie podstawno-bocznej komorek kanalikow
(blizszych 1 dalszych). W mniejszym stopniu wielko$¢ natriurezy jest
zalezna od aktywnos$ci transportu wymiennego jonu sodowego na jon
wodorowy. Na'-K'-ATPaza jest fosfoproteina; fosforylacja zmniejsza
a defosforylacja zwigksza jej aktywnos$¢. Istotnym czynnikiem
fizjologicznym, ktory aktywuje Na'-K'-ATPaze jest noradrenalina
uwalniana z zakonczen nerwowych w nerkach. Poprzez aktywacje¢
fosfatazy biatkowej zaleznej od kalmoduliny, tj. kalcineuryny,
dochodzi do defosforylacji Na'-K'-ATPazy albo innych biatek, ktore
wplywaja posrednio na aktywno$é Na'-K'-ATPazy tj. fosfoproteiny
regulowanej przez dopaming 1 cykliczny AMP. Konsekwencja
wzrostu aktywnosci Na'-K'-ATPazy jest zwickszone wchianianie
zwrotne jondw sodu oraz zwiazkow transportowanych z jonami sodu
np. fosforan, glukoza. Stad tez obserwuje si¢ zmniejszona natriureze
pod wptywem aktywacji ukladu sympatycznego nerek, a z drugiej

strony zwigkszone wydalanie sodu z moczem w wyniku odnerwienia
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nerki. Do innych czynnikdéw regulujacych natriurez¢ nalezy réwniez
dopomina. Poprzez rodzing receptorow (D;s) rozmieszczonych
wzdluz nefronu, sprz¢zonych z bialkami G aktywuje ona kinazg
biatkowa A (PKA) lub kinazg biatkowa C (PKC), ktora z kolei
aktywuje fosfolipaz¢ A, (PLA;). Enzym ten zwigksza metabolizm
kwasu arachidonowego w cytochromie P-450 1 powstanie 20-HETE.
Zaréwno PKA, jak 1 PKC oraz 20-HETE zwigkszaja stopien
ufosforylowania Na'-K'-ATPazy, co wiedzie do obnizenia jej
aktywnosci, a to z kolei do zmniejszonego wchlaniania zwrotnego
sodu [12]. W nerkach dopamina jest uwalniana z zakonczen
nerwowych. Produkowana jest réwniez przez komorki kanalika
blizszego 1 dlatego przewlekte odnerwienie nie wplywa na jej stezenie
w plynie pozakomorkowym nerek. Mozna wigc =zatozy¢, ze
w przewleklym odnerwieniu, przy niedoborze noradrenaliny
i prawidlowym stgzeniu dopaminy, Na'-K'-ATPaza znajduje si¢ w
stanie wzmozone] fosforylacji. Wydaje sig, ze dalsza fosforylacja
indukowana przez inne czynniki nie jest mozliwa i dlatego tez pojawia
si¢ oporno$¢ odnerwionych nerek na natriuretyczne dzialanie
endogennej dopaminy. ApsA, podobnie jak dopomina, nie wywierat
efektu natriuretycznego w nerce odnerwionej. U podloza opornosci
nerek odnerwionych na dziatanie Ap;A, czy tez agona receptorow
P2Y, moze znajdowaé si¢ podobny mechanizm jaki opisano dla
dopaminy. Obecne badania z zastosowaniem antagondéw 1 agonow
receptorow P2 sugeruja, ze Ap;A wywoluje natriurez¢ za
posrednictwem receptoréw P2Y. Z badan nad receptorami P2Y
wynika, ze ApsA aktywuje receptory P2Y, 1 P2Y,;. Receptory P2Y,
zlokalizowane sa przede wszystkim w kanaliku blizszym, natomiast
receptory P2Y; gtownie w kanaliku dalszym. Pobudzenie receptoréw

P2Y, prowadzi do wzrostu aktywnosci PKC, natomiast w wyniku
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pobudzenia receptoréw P2Y; wzrasta st¢zenie cyklicznego AMP, co
moze sugerowa¢ zaangazowanie PKA. Mozna postawi¢ hipoteze
badawcza, ze natriuretyczne dziatanie Ap,4A jest zwigzane z aktywacja
receptorow P2Y; 1 P2Y,; 1 jest nastepstwem fosforylacji Na'-K'-
ATPazy przez PKA i PKC. Ocena stopnia fosforylacji Na -K'-
ATPazy w poszczegdlnych odcinkach nefronow, a takze
zastosowanie  swoistych  antagonow  receptorow P2 (P2Y,
1 P2Y) pozwoliloby na potwierdzenie stawianej hipotezy.

W pracy tej wykazatam réwniez, ze w nerce odnerwionej
w wigkszym stopniu niz W nerce unerwionej ujawniaja si¢
naczyniowe 1 kanalikowe dzialania agona receptorow P2X.
Pobudzenie receptorow P2X zwigksza wydalanie wody i1 sodu z
moczem w wigkszym stopniu w nerce odnerwionej, niz unerwionej.
W doswiadczeniach na hodowanych komorkach kanalika dalszego
wykazano, ze agony receptorow P2X zmniejszaja transport sodu do
komorki [43], czego konsekwencja w warunkach in vivo moze by¢
zwigkszona natriureza. Nasilenie natriuretycznego dziatania agona
dla receptoréw P2X w nerce przewlekle odnerwionej moze wynikac
ze wzrostu 1ilosci receptorow P2X w zakonczeniach nerwowych,
podobnie, jak to ma miejsce dla receptorow noradrenaliny.
Zwigkszona  reaktywno$¢  kanalika nerkowego w  sytuacji
obnizonego/zniesionego napigcia uktadu sympatycznego nerek
wskazuje, ze receptory P2X znajduja si¢ pod tonicznym hamujacym
wplywem uktadu nerwowego. Réwniez w nerce odnerwione]
dochodzi do odmiennej odpowiedzi systemu naczyn tgtniczych nerki
na pobudzenie receptorow P2X, czego konsekwencja jest spadek
GFR, jakiego nie obserwowano w nerce unerwionej. Obserwowany

spadek GFR moze by¢ wynikiem obkurczenia tgtniczki
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doprowadzajacej, gdzie obok receptorow P2Y obecne sa receptory
P2X.

7 przeprowadzonych doswiadczen wynika, Ze obnizenie
aktywnos$ci uktadu adrenergicznego, poprzez odnerwienie nerek,
w zasadniczy sposOb zmienia natriuretyczny i diuretyczny efekt
dziatania nukleotydow adeninowych na nerkg. Obserwacje te
wskazuja na powiazanie systemu purynergicznego z aktywnoscia
uktadu adrenergicznego w nerkach. Poniewaz nerka odnerwiona
stanowi model zblizony do nerki przeszczepionej, dlatego tez
scharakteryzowanie mechanizmu wzajemnej relacji obu ukladow
kontrolujacych hemodynamike 1 transport sodu w kanalikach
nerkowych przyczyni si¢ do lepszego zrozumienia fizjologii 1

biochemii nerki przeszczepionej — 1 wymaga dalszych badan.
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7. WNIOSKI

Dozylna infuzja Ap;A zmienia funkcj¢ nerek — wywotuje
natriurez¢ 1 diurez¢ oraz hamuje tempo filtracji klebuszkowe;.
W dziatanie to zaangazowane sa receptory P2, ktorych aktywatorem
moze by¢ zarowno ApsA, jak 1 produkt jego hydrolizy — ATP.
Nukleotydy te za posrednictwem receptorow P2X i P2Y stymuluja
natriurezg, a za posrednictwem receptorow P2Y hamuja predkos¢

filtracji klebuszkowe;.

Obnizona — w wyniku odnerwienia nerek — aktywnos¢ uktadu
wspoélczulnego czyni nerki niewrazliwe na natriuretyczne dziatanie
agonow receptorow P2Y, podczas gdy zwigksza wrazliwo$¢ na
dziatanie agonoéw receptoréw P2X. Na tej podstawie wnioskujemy, ze
uktad purynergiczny — szczegdlnie receptory P2X zlokalizowane w
obrgbie kanalikow nerkowych — znajduja si¢ pod hamujacym
wpltywem uktadu sympatycznego. Z kolei efekt aktywacji receptorow
P2Y wystgpuje przy wspotistnieniu podstawowej aktywnosci uktadu

sympatycznego.
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