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1. STRESZCZENIE 

 

W pracy tej badano dzia anie nukleotydów adeninowych – Ap4A  

i ATP – naturalnych aktywatorów receptorów purynowych na funkcj  

wydalnicz  nerek. Do wiadczenia przeprowadzono na znieczulonych 

szczurach (Wistar, samce 200 – 250g), którym w infuzji do ylnej 

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

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

izolowanych k buszkach celem okre lenia wp ywu Ap4A na obj to  

wewn trzkapilarn  (GIS). Do wiadczenia wykaza y, e:  

1. Infuzja Ap4A (2 µmol/kg + 20 nmol/min/kg) obni a GFR, RPF, 

nie zmieniaj c redniego ci nienia t tniczego krwi (MAP). 

Wyliczono, e Ap4A zwi ksza opór naczy  krwiono nych w 

nerkach (RVR) z warto ci 7,0 ± 0,3 do 10,4 ± 0,6 mmHg/ml min 

(p < 0,05). Natomiast Ap4A dodany do zawiesiny izolowanych 

k buszków nerkowych (w st eniu 10 nM) redukuje przestrze  

wewn trzkapilarn   k buszków (GIS) o oko o 18 ± 2,6% 

2. Infuzja Ap4A zwi ksza wydalanie jonu sodowego (oko o  

5-krotnie) i diurez  (oko o 2-krotnie), a dzia anie to znosi 

suramina - antagon receptorów  P2. 

3. Natriuretyczne i diuretyczne dzia anie obserwowano równie  gdy 

zwierz ta otrzymywa y , -MeATP (agon receptorów P2X) lub 

2-MeSATP (agon receptorów P2Y). Frakcyjne wydalanie sodu 

wzros o oko o 2-krotnie. 

4. Infuzja Ap4A oraz testowanych analogów ATP powoduje 

obni enie klirensu litu (CLi), wska nika proksymalnej reabsorpcji 

sodu. 

5. Odnerwienie nerek zmienia odpowied  nerek na dzia anie Ap4A  

i analogów ATP: natriuretyczne dzia anie Ap4A i 2-MeSATP by o 
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zniesione, podczas gdy dzia anie , -MeATP by o oko o 4-krotnie 

zwi kszone. 

Do wiadczenia te wskazuj  na potencjaln  rol  receptorów P2X  

i P2Y w regulacji diurezy i natriurezy oraz pr dko ci przes czania 

k buszkowego. Ponadto wskazuj  na istnienie zale no ci mi dzy 

aktywno ci  receptorów purynowych a uk adem wspó czulnym w 

nerkach.
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2. WST P 
 
 
2.1 Wprowadzenie 
 
 

Nerki odgrywaj  kluczow  rol  w utrzymaniu homeostazy 

wodno-elektrolitowej organizmu. Podstawow  czynno ci  nerek, 

która zapewnia sta o  sk adu chemicznego i obj to  p ynu 

pozakomórkowego jest ich funkcja wydalnicza. Funkcja ta 

uwarunkowana jest szeregiem procesów zachodz cych w nerkach, 

przede wszystkim sprawn  hemodynamik , tj. przep ywem krwi przez 

nerki i filtracj  k buszkow  oraz aktywno ci  kanalikowego systemu 

transportowego. U zdrowego doros ego cz owieka przez obie nerki  

w ci gu jednej minuty przep ywa oko o 1200 ml krwi (ok. 600 ml 

osocza), z tego 100 ml osocza ulega przes czeniu i ostatecznie 

powstaje oko o 1 ml/min moczu, którego g ównymi sk adnikami s : 

woda, ko cowe produkty przemiany azotowej, nadmiar elektrolitów 

(jony sodowe, potasowe, chlorkowe, fosforanowe) oraz inne zb dne 

dla organizmu substancje. Zarówno nerkowa hemodynamika, jak  

i kanalikowy transport jonów i wody podlegaj  regulacji endokrynnej 

i parakrynnej. Czynno  nerki, narz du bogato unerwionego,  

w znacznym stopniu jest kontrolowana przez neurotransmitery uk adu 

sympatycznego [17]. 

Podstawow  jednostk  czynno ciow  nerek jest nefron.  

W pocz tkowym jego odcinku – k buszku nerkowym – zachodzi  

proces filtracji osocza krwi przep ywaj cej przez sie  naczy  

kapilarnych do torebki Bowmana. W dalszych odcinkach nefronu – 

kanaliku bli szym (proksymalnym) po czonym poprzez p tl  

Henlego z kanalikiem dalszym (dystalnym i zbiorczym) – zachodz  

procesy wch aniania zwrotnego (reabsorpcja) wody, elektrolitów, 
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metabolitów tj. aminokwasów, glukozy oraz sekrecja jonów 

wodorowych, potasowych i anionów kwasów organicznych  

i nieorganicznych. W warunkach fizjologicznych, dzi ki 

mechanizmom równowagi k buszkowo-kanalikowej i sprz eniu 

kanalikowo-k buszkowemu tempo filtracji k buszkowej jest stale 

dostosowywane do zdolno ci transportowych kanalika i odwrotnie, 

wch anianie zwrotne dostosowuje si  do tempa filtracji k buszkowej 

[7,27]. Procesy te mog  by  regulowane m.in. przez 

zewn trzkomórkowe nukleotydy adeninowe i adenozyn , które 

oddzia ywuj  na komórki nefronu poprzez receptory purynowe 

[46,51,52]. Obecno  receptorów purynowych wykazano na ca ej 

d ugo ci nefronu [76], jednak ich rola w regulacji funkcji nerek nie 

jest w pe ni wyja niona. 

 

2.2 Receptory purynowe P1 i P2 i ich lokalizacja w nefronie 

 

 Badania ostatnich kilkunastu lat dostarczaj  wiele danych na 

temat roli pozakomórkowych nukleotydów – g ównie ATP i ADP,  

a tak e dinukleotydów adeninowych i ich produktu degradacji – 

adenozyny – w sygna owaniu mi dzykomórkowym. Obecnie 

wiadomo, e wiele ró nych komórek i tkanek mo e reagowa  na 

pojawiaj ce si  w rodowisku zewn trz-komórkowym nukleotydy i 

nukleozydy. W 1972 r. Burnstock zaproponowa  istnienie 

specyficznych b onowych receptorów dla ATP, a kilka lat pó niej, na 

podstawie kolejnych dowodów farmakologicznych nazwa  t  grup  

receptorów purynergicznymi i dokona  ich pierwszego podzia u [11]. 

Receptory purynergiczne, dla których naturalnym agonem jest 

adenozyna, tworz  grup  receptorów P1, natomiast receptory dla ATP 

tworz  grup  receptorów P2. Pó niejsze badania wykaza y, e do 
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grupy P2 nale  równie  receptory nukleotydów pirymidynowych, 

takich jak UTP oraz UDP [23]. 

 Receptory P1 - na podstawie bada  farmakologicznych  

i biochemicznych, jak równie  w oparciu o analiz  sekwencji 

aminokwasów, receptory P1 - podzielono na cztery podtypy: A1, A2A, 

A2B oraz A3 [34]. Receptory A1 i A2A cechuj  si  wysokim 

powinowactwem do adenozyny (nM) natomiast receptory A2B oraz A3 

cechuj  si  niskim powinowactwem do adenozyny (µM). Receptory 

A1 zwi zane s  z podrodzin  wra liwych na toksyn  krztu ca bia ek 

G: Gi (hamuj cych aktywno  cyklazy adenylanowej) oraz Go. 

G ównym efektem aktywacji receptorów A1 jest zahamowanie 

aktywno ci cyklazy adenylanowej i obni enie poziomu cyklicznego 

AMP w komórce. Receptory A1 mog  równie  hamowa  aktywno  

fosfolipazy C typu . Z kolei receptory typu A2A 

o wysokim powinowactwie do adenozyny oraz receptory typu A2B  

o niskim powinowactwie do adenozyny zwi zane s  z podrodzin  

bia ek G - Gs (stymuluj ce), które s  wra liwe na toksyn  cholery. 

Wynikiem aktywacji tych bia ek jest stymulacja aktywno ci cyklazy 

adenylanowej i zwi kszenie wytwarzania cyklicznego AMP – 

wewn trz-komórkowego przeka nika informacji. Z kolei receptor 

typu A3, podobnie jak A1, jest zwi zany g ównie z bia kiem Gi, czyli 

bia kiem hamuj cym cyklaz  adenylanow  [28, 30].  

 Receptory P2 - na podstawie ró nic w wewn trzkomórkowym 

mechanizmie przekazywania sygna u – podzielono na dwa podtypy: 

P2X i P2Y [1]. Receptory P2X s  kana ami jonowymi bramkowanymi 

ligandami takimi jak ATP, ADP. Zwi zanie liganda 

 z receptorem prowadzi do otwarcia kana u jonowego i transportu 

jonów Na+, K+, Ca2+ przez b on  komórkow . Receptory P2X 

wyst puj  na komórkach pobudliwych, takich jak komórki mi ni 
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g adkich, czy neurony oraz na komórkach glejowych [49].  

S  odpowiedzialne za skurcz mi ni g adkich, szczególnie w uk adzie 

naczyniowym oraz w p cherzu moczowym. Bior  udzia  w procesach 

neurotransmisji [10]. Obecnie wyodr bniono 7 podtypów receptorów 

P2X (1-7). Wiele z nich zlokalizowano na komórkach kanalików 

nerkowych [62,63]. Receptory P2Y, tzw. metabotropowe, nale  do 

grupy receptorów zwi zanych z bia kiem G. Aktywacja receptorów 

P2Y prowadzi do uruchomienia kaskady wtórnych przeka ników 

informacji. Za po rednictwem bia ek G zostaje uruchomiona 

fosfolipaza C (PLC), która hydrolizuje fosfatydylo-inozytolo-(4,5)-

difosforan (PIP2) do diacyloglicerolu (DAG) i inozytolo-(1,4,5)-

trifosforanu (IP3). DAG z kolei aktywuje kinaz  bia kow  C, 

natomiast IP3 dzia a na receptory znajduj ce si  w b onie siateczki 

ródplazmatycznej. W wyniku dzia ania IP3 dochodzi do uwalniania 

wapnia z wewn trz-komórkowych magazynów, co w konsekwencji 

prowadzi do wzrostu st enia jonów wapnia w cytoplazmie.  

W nerkach receptory P2Y wyst puj  zarówno na komórkach 

mikronaczy  oraz komórkach kanalików [62,63]. Badania ostatnich 

lat wykaza y, e w nerkach aktywacja receptorów P2Y prowadzi do 

skurczu, b d  rozkurczu naczy  doprowadzaj cych i naczy  

kapilarnych k buszka nerkowego [32,67], co w konsekwencji rzutuje 

na pr dko  przes czania k buszkowego. 
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Schemat 1. Lokalizacja receptorów P2 (X i Y) w obr bie nefronów  

Na komórkach k buszka nerkowego i t tniczki doprowadzaj cej s  

obecne receptory P2X i P2Y, a na t tniczce odprowadzaj cej – P2Y. 

Na komórkach kanalika proksymalnego – g ównie w odcinku drugim 

(S2) i odcinku trzecim (S3) wyst puj  receptory P2X i P2Y. 

Receptory te wyst puj  równie  na komórkach p tli Henlego – 

cienkim ramieniu zst puj cym i wst puj cym, grubej cz ci ramienia 

wst puj cego oraz  dalszych odcinkach – tj. kanaliku dystalnym i 

kanaliku zbiorczym. ( ród o: Unwin R., Bailey M., Burnstock G.: 

Purinergic Signaling Along the Renal Tubule: The Current State of 

Play; News Physiol Sci 18: 237-241, 2003) 

 

 

Kanalik dystalny: 
P2Y2, P2X4-6 

T tniczka 
odprowadzaj ca: 
P2Y1 

Kanalik proksymalny: 
S2: P2Y1,2,4,6,P2X1,4-6 
S3: P2Y1, P2X5 

Cienka cz  
zst puj cej 
p tli Henlego: 
P2Y1-2,6, P2X6 

P tla Henlego

Kanalik 
zbiorczy:  
P2Y1,2,4,6, 
P2X3-6 

Cienka cz   
wst puj cej 
Petli Henlego: 
P2Y2,4, P2X6 

Gruba cz  
wst puj cej 
p tli Henlego: 
P2Y2, P2X5-6 

K bek 
nerkowy: 
P2Y1,2,6, 

P2X2,4 

T tniczka  
doprowadzaj ca: 
P2Y1,2,11, P2X1-2 
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2.3 Filtracja k buszkowa i transport kanalikowy - potencjalna 

rola nukleotydów adeninowych 

 

 Pierwszy etap tworzenia moczu zachodzi w k buszkach 

nerkowych. K buszek wchodzi w sk ad sieci naczy  t tniczych nerki. 

T tniczka doprowadzaj ca k bka rozwidla si  w przestrzeni 

ograniczonej torebk  Bowmana, tworz c p czek naczy  kapilarnych, 

które ponownie cz  si  w t tniczk  odprowadzaj c  k buszka, 

daj c pocz tek naczyniu oko o-kanalikowemu. Przestrze  torebki 

k buszka w swoim biegunie przeciwleg ym do bieguna 

naczyniowego, przechodzi w kanalik. Osocze krwi p yn cej 

naczyniami w osowatymi k buszków nerkowych ulega przes czaniu 

przez cian  tych naczy  do torebki Bowmana. Pr dko  filtracji 

k buszkowej (ang, glomerular filtration rate; GFR) jest 

determinowana przez efektywne ci nienie filtracyjne, które stanowi 

ró nic  mi dzy ci nieniem hydrostatycznym w wietle naczy  

kapilarnych k buszka, a przeciwstawnym ci nieniem onkotycznym 

osocza i hydrostatycznym przes czu. Tempo filtracji zale y te  od 

efektywnej wielko ci powierzchni s cz cej i jej przepuszczalno ci, 

liczbowo warto ci te opisuje wspó czynnik filtracyjny (Kf) [2].  

W warunkach do wiadczalnych wykazano, e zarówno efektywne 

ci nienie filtracyjne, jak i wielko  powierzchni filtracyjnej oraz jej 

przepuszczalno  podlegaj  regulacji. W regulacji tempa filtracji 

k buszkowej uczestnicz  komórki, które s  efektorami skurczu  

i relaksacji. Do nich nale  komórki mi niówki g adkiej t tniczek 

doprowadzaj cych i odprowadzaj cych k buszka, które poprzez 

skurcz i relaksacj  zmieniaj  oporno  naczyniow . Dzi ki temu 

reguluj  przep yw krwi przez k buszki i ci nienie hydrostatyczne w 

wietle naczy  kapilarnych – g ówn  si  nap dzaj c  przes czanie. 
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Odpowiednikiem tych komórek w k buszku s  mezangiocyty, które 

wraz z macierz  pozakomórkow  tworz  mezangium [36]. Efektorami 

skurczu s  równie  podocyty [48]. Mezangiocyty i podocyty wraz z 

ródb onkiem naczy  i b on  podstawn  tworz  cian  naczy  

kapilarnych k buszka. Mezangiocyty poprzez mo liwo  skurczu  

i relaksacji reguluj  przep yw krwi przez naczynia kapilarne oraz 

zmniejszaj  i zwi kszaj  powierzchni  filtracyjn . Podocyty w wietle 

ostatnich bada  s  komórkami zdolnymi do skurczu izomerycznego, 

co umo liwia utrzymanie kulistego kszta tu k buszka nerkowego 

[37]. Na powierzchni komórek kurczliwych k buszka wykazano 

szereg receptorów dla substancji naczynioruchowych (obkurczaj cych  

i rozkurczaj cych) takich jak angiotensyna II [8,21], wazopresyna [4], 

endotelina [64], peptydy natriuretyczne [68,78], prostaglandyny [19], 

dopomina [12], ATP [60], adenozyna [50]. Wykazano równie , e 

stopie  obkurczenia komórek mezangialnych i podocytów jest 

regulowany aktywno ci  komórek ródb onkowych k buszka, 

zdolnych do produkcji i wydzielania zwi zków o w a ciwo ciach 

parakrynnych. Komórki te pod wp ywem sygna ów 

zewn trzkomórkowych wydzielaj  mi dzy innymi tlenek azotu [65], 

prostacyklin  [26], czynniki dzia aj ce rozkurczaj co na komórki 

kurczliwe k buszka. Dzi ki powy szym w a ciwo ciom komórek 

tworz cych struktur  k buszka nerkowego oraz t tniczki 

doprowadzaj cej i odprowadzaj cej, k buszki obdarzone s  swoistym 

aparatem kurczliwym, który stanowi podstawowy system reguluj cy 

tempo przep ywu krwi przez k buszki i filtracji.  

Filtracja k buszkowa na poziomie pojedynczego nefronu 

podlega autoregulacji dzi ki mechanizmowi zwrotnego sprz enia 

kanalikowo – k buszkowego. Anatomiczn  struktur  sprz enia 

kanalikowo – k buszkowego stanowi aparat przyk bkowy, 
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sk adaj cy si  z zespo u komórek prostego odcinka kanalika 

dystalnego, zwanego plamk  g st , komórek mezangium 

zewn trznego oraz komórek ciany t tniczki doprowadzaj cej  

i cz ciowo odprowadzaj cej k bka. W warunkach zwi kszonego 

adunku sodu przep ywaj cego przez kanalik, plamka g sta odbiera 

sygna  ze wiat a kanalika i w odpowiedzi na ten sygna  dochodzi do 

obkurczenia naczynia doprowadzaj cego i/lub mezangium k bka. 

Efektem tego jest obni enie przes czania k buszkowego. 

Postulowany jest pogl d, e substancjami sygnalnymi mog  by  

adenozyna [51] i ATP [46]. Aktywno  systemu sprz enia 

kanalikowo – k buszkowego mo e ulega  modyfikacji pod wp ywem 

ró nych czynników fizjologicznych, np. dieta niskosodowa aktywuje 

mechanizm sprz enia, przypuszczalnie poprzez stymulacj  produkcji 

angiotensyny II [73]. Wiele czynników farmakologicznych - tj. 

teofilina - niespecyficzny antagon receptorów P1 - [53], saralazyna 

[55], werapamil [41] – blokuj  mechanizm ujemnego sprz enia 

kanalikowo – k buszkowego. 

W ostatnich kilkunastu latach wiele uwagi po wi cono roli 

receptorów purynowych w regulacji przep ywu krwi i filtracji 

k buszkowej, ze wzgl du na to, e naturalne ligandy tych receptorów 

(ATP, ADP, adenozyna) mog  by  uwalniane przez wszystkie typy 

komórek wyst puj cych w nefronie i oddzia ywa  na te komórki na 

drodze auto-/parakrynnej. 

W do wiadczeniach na znieczulonych szczurach wykazano, e 

adenozyna pojawiaj ca si  w p ynie pozakomórkowym hamuje 

filtracj  k buszkow  stymulowan  przedsionkowym czynnikiem 

natriuretycznym (ANF) [3,72]. Z kolei adenozyna dodana do 

zawiesiny izolowanych k buszków nerkowych silnie je obkurcza 

poprzez aktywacj  receptorów A1 [73]. Pó niejsze badania wykaza y, 
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e ATP - poprzez aktywacj  receptorów P2Y, a nast pnie aktywacj  

syntazy tlenku azotu i cytoplazmatycznej cyklazy guanylanowej - 

rozkurcza izolowane k buszki, uprzednio obkurczone angiotensyn  II 

[31]. Z kolei, gdy k buszki by y rozkurczone, ATP – za 

po rednictwem receptorów P2X i P2Y - wywo ywa  ich skurcz. 

Autorzy pracy postuluj , e dwukierunkowe dzia anie ATP na 

dynamik  k buszków nerkowych wynika z zaanga owania komórek 

sródb onka naczy  (odpowiedzialnych za rozkurczanie) oraz komórek 

kurczliwych k buszka (mezangiocyty, podocyty) [32].  

Wiedz  na temat potencjalnej roli systemu purynergicznego w 

regulacji mikrokr enia w nerkach wzbogacaj  ostatnio publikowane 

dane na temat dzia ania dinukleotydów adeninowych tj. diadenozyno-

polifosforanów (ogólny wzór APnA, gdzie n = liczba reszt 

fosforanowych). Zwi zki te uwalniane z komórek (w wi kszych 

ilo ciach z ziarnisto ci g stych p ytek krwi [22] i zako cze  

nerwowych [44]) s  naturalnymi ligandami receptorów P2, a tak e 

potencjalnym ród em pozakomórkowych mononukleotydów  

i nukleozydów. Wysoka aktywno  w k buszkach nerkowych 

ektoenzymów hydrolizuj cych dinukleotydy do naczynioaktywnych 

mononukleotydów (ATP i ADP), i dalej do adenozyny, wskazuje na 

unikatowy charakter purynergicznego sygna owania w tej cz ci 

nefronu. W naszym laboratorium wykazano, e dinukleotydy tj. Ap3A, 

Ap4A i Ap5A zmieniaj  - za po rednictwem receptorów P2 - obj to  

wewn trzkapilarn  k buszków [69]. Autorzy sugeruj , e zwi zki te 

mog  modyfikowa  funkcj  nefronów per se i/lub poprzez uwalniane 

w wyniku hydrolizy ATP. G ówny pod wzgl dem ilo ciowym 

przedstawiciel tej grupy Ap4A podany do ogólnego kr enia krwi 

znieczulonych szczurów w ilo ciach mikromolarnych - podobnie do 

NAD (prekursor adenozyny) – hamuje pr dko  przes czania 



 16

k buszkowego i przep yw krwi przez nerki. Jednak e Ap4A 

przeciwnie do NAD wybiórczo stymuluje natriurez  i diurez , co 

sugeruje dzia anie tego zwi zku na system transportu kanalikowego 

[38].  

Aktywno  z o onego systemu transportowego w kanalikach 

nerkowych decyduje o obj to ci i sk adzie ostatecznie wydalanego 

moczu. Intensywna reabsorpcja przes czu zachodzi w pierwszym 

odcinku kanalika proksymalnego na drodze transcelularnej (transport 

przezkomórkowy) i paracelularnej (transport mi dzykomórkowy). 

Wraz z jonami sodu do komórki s  transportowane: jony chlorkowe, 

glukoza, aminokwasy, wodorow glany oraz reszty kwasów 

(fosforowego, octowego, cytrynowego, mlekowego). Kation sodu 

zast puje te  w komórce wychodz cy z niej jon wodorowy (transport 

wymienny). Transport jonu sodowego do komórki zachodzi dzi ki 

gradientowi st enia Na+ utrzymywanemu przez Na+, K+-ATP-az  

(pompa sodowo-potasowa), która aktywnie wyrzuca sód z komórki. 

Wysok  aktywno  pompy sodowo-potasowej stwierdzono  

w kanaliku proksymalnym, w ramieniu wst puj cym p tli Henlego 

oraz w kanaliku dystalnym, gdzie jej aktywno  jest regulowana przez 

aldosteron. P yn opuszczaj cy kanalik proksymalny jest izotoniczny w 

stosunku do osocza, co oznacza, e w tej cz ci nefronu nie dochodzi 

do zag szczania ani rozcie czania przes czu k buszkowego,  

a jedynie do redukcji jego obj to ci. W dalszej cz ci nefronu, 

g ównie w kanaliku zbiorczym, zachodzi proces zag szczania moczu, 

jako wynik transportu wody, który jest uwarunkowany z jednej strony 

hiperosmi  p ynu ródmi szowego rdzenia nerki, a z drugiej strony – 

obecno ci  wazopresyny (hormon antydiuretyczny - ADH). Na 

komórkach kanalików zbiorczych znajduj  si  receptory V2 dla ADH, 

umiejscowione na b onie przypodstawno – bocznej. Interakcja ADH  
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z receptorem prowadzi do aktywacji cyklazy adenylanowej i wzrostu 

wytwarzania wewnatrz-komórkowego mediatora - cyklicznego AMP, 

a ten z kolei aktywuje kinez  bia czanow  odpowiedzialn  za 

fosforylacj  bia ek. Fosforylacja bia ek b ony luminalnej kanalików 

dalszych i zbiorczych czyni b ony przepuszczalne dla wody. 

Wykazano, e ADH - za po rednictwem cyklicznego AMP - 

stymuluje translokacj  akwaporyn (AQP2) – do b on komórkowych 

kanalika, poprzez które s  transportowane cz steczki wody [63]. W 

2003r. Peter Agre oraz Roderick MacKinnon otrzymali nagrod  Nobla 

w dziedzinie chemii, za odkrycie akwaporyn w b onach 

komórkowych, specyficznych bia ek tworz cych kana y w b onie. 

Transport elektrolitów i innych substancji przez b ony 

plazmatyczne komórek epitelialnych kanalików nerkowych równie  

zachodzi za po rednictwem specyficznych bia ek. Ilo  bia ek 

transportowych w b onie jest czynnikiem warunkuj cym wielko  

transportu. Z kolei wielko  transportu jest regulowana przez 

hormony i substancje parakrynne. Czynniki te wi  si  z 

odpowiednimi receptorami b onowymi zmieniaj c wewn trz-

komórkowe st enie cyklicznego AMP/cyklicznego GMP,  

a przez to wp ywaj  na aktywno  kinaz bia kowych A/C. Np. 

parathormon (PTH) poprzez cykliczny AMP indukuje 

wewnatrzkomórkow  degradacj  bia ka-transportuj cego Na-Pi, 

czego efektem jest zahamowanie reabsorpcji fosforanów z moczem 

[56]. Jak wspomniano powy ej, ADH – za po rednictwem 

cyklicznego AMP zwi ksza ilo  bia ek transportowych dla wody 

(akwaporyn) w b onie luminalnej komórek kanalika zbiorczego. 

W do wiadczeniach in vitro ATP hamuje dzia anie wazopresyny  

w kanalikach zbiorczych rdzenia wewn trznego nerek szczura [20]. 

Wykazano, e adenozyna zmniejsza indukowan  wazopresyn  
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przepuszczalno  hydrauliczn  w izolowanych kanalikach zbiorczych, 

prawdopodobnie poprzez receptory A1 [18]. W do wiadczeniach in 

vitro na komórkach kanalików zbiorczych, pochodz cych z hodowli 

komórkowej, wykazano obecno  receptorów dla angiotensyny IV, 

zwi zanych z cyklaz  adenylanow  [16]. Z kolei w kanaliku 

proksymalnym adenozyna – za po rednictwem receptorów A1 – 

podobnie jak angiotensyna II – za po rednictwem receptorów AT1 

stymuluje wch anianie zwrotne sodu [14]. 

Hormon natriuretyczny (ANF) wydzielany przez komórki 

przedsionków serca - w sytuacjach zwi zanych z retencj  sodu 

w organizmie i zwi kszon  obj to ci  krwi kr cej – hamuje 

reabsorpcj  sodu w kanalikach nerkowych. Receptory dla ANF s  

zlokalizowane na komórkach kanalika dystalnego, a ich aktywacja 

zwi ksza syntez  cyklicznego GMP w komórkach, który z kolei 

hamuje kana y sodowe wra liwe na amylorid [66]. Wykazano równie  

w do wiadczeniach na perfundowanych kanalikach zbiorczych nerek 

myszy, e amylorido-wra liwe kana y sodowe s  równie  hamowane 

przez analogi ATP – agony receptorów P2Y2 [40]. Z kolei w innych 

do wiadczeniach prowadzonych na hodowlach komórek linii  

A6-NHE3 wykazano, e pozakomórkowe nukleotydy adeninowe 

hamuj  wymian  jonu sodowego na jon wodorowy [5]. W innych 

do wiadczeniach wykazano, e zewn trzkomórkowe nukleotydy 

hamuj  dzia anie PTH na komórki kanalików nerkowych, przez co 

zmniejszaj  fosfaturi  [39]. Z powy szych do wiadcze  wynika, e 

pozakomórkowe nukleotydy za po rednictwem receptorów 

purynowych mog  regulowa  kanalikowy transport jonów i wody. Jak 

do tej pory niewiele jest danych na temat dzia ania tych zwi zków w 

warunkach in vivo na funkcj  wydalnicz  nerek. 
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2.4 Rola uk adu wspó czulnego w regulacji funkcji nerek  

 

Jednym z istotnych czynników reguluj cych funkcj  

wydalnicz  nerek jest aktywno  uk adu wspó czulnego nerek. Nerki 

szczura s  narz dem dobrze unerwionym w óknami wywodz cymi si  

g ównie ze zwojów wspó czulnych. W nerkach, nerwy towarzysz  

sieci naczy  t tniczych, a zatem g sto  zako cze  nerwowych jest 

najwy sza w najbardziej ukrwionych cz ciach nerki tj. cz ci 

korowej i warstwie rdzenia zewn trznego. Najwi ksz  g sto  

zako cze  nerwowych stwierdzono przy t tniczce doprowadzaj cej  

i odprowadzaj cej, aparacie przyk bkowym, kanaliku proksymalnym, 

cz ci grubej ramienia wst puj cego p tli Henlego, kanaliku kr tym 

dalszym. Zmiany aktywno ci nerkowego uk adu sympatycznego 

bezpo rednio wp ywaj  na funkcj  poszczególnych, unerwionych 

struktur nefronu. Aktywno  uk adu sympatycznego nerek mo e by  

do wiadczalnie regulowana. Wykazano, e jednym z czynników 

moduluj cych aktywno  uk adu wspó czulnego nerek jest 

angiotensyna II lokalnie powstaj ca w o rodkowym uk adzie 

nerwowym [33]. Pobudzenie uk adu sympatycznego nerek prowadzi 

do wzrostu wch aniania zwrotnego sodu i wody, a jednym  

z mechanizmów tego dzia ania jest aktywacja systemu renina-

angiotensyna. W wyniku wzrostu wydzielania reniny z aparatu 

przyk buszkowego wzrasta aktywno  uk adu renina-angiotensyna, 

co równie  przyczynia si  do retencji jonów sodu. W sytuacji silnego 

stresu czy bardzo du ego wysi ku fizycznego mo e nawet doj  do 

spadku przep ywu krwi przez nerki, jak równie  i filtracji 

k buszkowej. Z drugiej strony obni enie aktywno ci uk adu 

sympatycznego skutkuje tylko wzrostem wydalania sodu i spadkiem 
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wydzielania reniny, bez uchwytnych zmian w przep ywie krwi przez 

nerki czy filtracji k buszkowej. Jest to wynikiem niskiej 

podstawowej aktywno ci uk adu wspó czulnego nerek i braku 

tonicznego wp ywu na uk ad naczyniowy nerek.  

W zako czeniach uk adu sympatycznego naturalnym przeka nikiem 

sygna u jest noradrenalina. Wykazano, e towarzyszy jej ATP oraz 

neuropeptyd Y. Z innych przeka ników bior cych udzia  w 

sygna owaniu w nerkach wymieni  nale y: dopamin , substancj  P, 

wazoaktywny peptyd jelitowy i peptyd zale ny od genu kalcytoniny 

[17]. Zako czenia nerwowe s  równie  ród em Ap4A, który po 

hydrolizie w przestrzeni pozakomórkowej jest ród em ATP oraz 

adenozyny, które zwi kszaj  aktywno  nerwów czuciowych oraz 

modyfikuj  uwalnianie neurotransmiterów [44]. Tak, wi c 

zako czenia nerwowe s  bogate w noradrenalin  oraz zwi zki 

purynowe, a to z kolei implikuje mo liwo  wyst powania szeregu 

wzajemnych oddzia ywa  pomi dzy sygna owaniem adrenergicznym  

i purynergicznym. Podczas pobudzenia neuronów cholinergicznych 

acetylocholina uwalnia si  z zako cze  synaptycznych razem z ATP 

oraz dinukleotydami adeninowymi [57]. Aktywacja neuronów 

adrenergicznych i noradrenergicznych równie  prowadzi do 

uwolnienia ATP i diadenozynopolifosforanów wraz z adrenalin  lub 

noradrenalin . W do wiadczeniach, w których mierzono zmiany 

potencja u b onowego wykazano, e uwalniane z zako cze  

nerwowych dinukleotydy (g ównie Ap5A) powoduj  depolaryzacj  

b ony neuronu [58].  

Dlatego te  w obecnej pracy oceniano dzia anie nukleotydów 

purynowych na funkcj  nerek w warunkach obni onej aktywno ci 

uk adu wspó czulnego (poprzez odnerwienie). 
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3. CEL PRACY 

 
 

G ównym celem pracy by a ocena potencjalnej roli receptorów 

purynowych nale cych do grupy P2 w regulacji funkcji nefronów w 

warunkach podwy szonego st enia diadenozynotetrafosforanu 

(Ap4A) we krwi, prekursora ATP i adenozyny w p ynie 

pozakomórkowym. 

Ponadto podj to prób  ustalenia wzajemnej relacji mi dzy 

systemem purynergicznym a uk adem adrenergicznym w nerkach, 

wykorzystuj c model nerki odnerwionej. 

 

W do wiadczeniach klirensowych – umo liwiaj cych pomiar 

parametrów funkcji nerek tj. filtracj  i przep yw krwi przez nerki, 

diurez  i reabsorpcj  sodu w kanalikach nerkowych – badano 

dzia anie Ap4A w obecno ci antagonów receptorów P: teofiliny 

(antagon receptorów P1) i suraminy (antagon receptorów P2), a 

nast pnie dzia anie Ap4A porównano z dzia aniem swoistych agonów 

receptorów P2: , -metylenoATP (agon receptorów P2X) i  

2-metylotioATP (agon receptorów P2Y). 
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4. MATERIA  I METODY 

 

Do wiadczenia przeprowadzono na szczurach samcach Wistar, 

wa cych od 200 do 250g; zwierz ta pochodzi y z hodowli z Instytutu 

Centrum Medycyny Do wiadczalnej i Klinicznej PAN (Warszawa). 

Zwierz ta przed do wiadczeniami przebywa y, przez co najmniej 

siedem dni, w pomieszczeniu dla zwierz t laboratoryjnych,  

z klimatyzacj  ciepln  i o wietleniem 12-godzinnym na dob  oraz  

z nieograniczonym dost pem do paszy Labofeed H (Wytwórnia pasz  

i koncentratów, Kcynia) i wody wodoci gowej. Do wiadczenia na 

zwierz tach wykonywano za zgod  Komisji Etycznej do Spraw 

Do wiadcze  na Zwierz tach Akademii Medycznej w Gda sku. 

Materia em badanym by a krew t tnicza pobrana z y y udowej oraz 

mocz pobrany bezpo rednio z p cherza (w do wiadczeniach 

klirensowych), a tak e mocz zebrany w klatkach metabolicznych.  

W jednej serii do wiadcze  materia em badanym by y k buszki 

izolowane z nerek szczura. 

 

Do wiadczenia klirensowe przeprowadzono na trzech grupach 

szczurów: 

I grupa – szczury (normalne) nie poddawane adnym zabiegom    

                   (n=90) 

II  grupa – szczury po obustronnym odnerwieniu nerek (n = 15) 

III grupa – szczury po zabiegu pozorowanym (n = 15) 

 

4.1. Odnerwienie nerek 

 

Zabieg odnerwienia nerek wykonano na zwierz tach (n = 15) po 

uprzednim znieczuleniu Inaktyn  w dawce 100 mg/kg ci aru cia a  
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(c.c.) Po naci ciu skóry po stronie grzbietowej szczura rozchylano 

tkanki i wypreparowano nerki tak, aby uwidoczni  t tnice nerkowe.  

Od t tnicy nerkowej lewej i prawej odpreparowano nerwy, które 

nast pnie przeci to. Przeci te nerwy przy egano 10% roztworem 

fenolu w etanolu. Grup  kontroln  stanowi y zwierz ta, którym 

wykonano zabieg pozorowany, polegaj cy na uwidocznieniu t tnic 

nerkowych bez przecinania nerwów i przy egania. Nast pnie ran  

zaopatrzono chirurgicznie. 

 

4.2. Do wiadczenia w klatkach metabolicznych 

 

Ósmego dnia po zabiegu odnerwienia nerek oraz zabiegu 

pozorowanym przeprowadzono dobow  zbiórk  moczu. W tym celu 

zwierz ta umieszczono na 24 godziny w klatkach metabolicznych, 

zapewniaj c im dost p do paszy i wody. W ilo ciowo zebranym 

moczu oznaczono st enie sodu i potasu. Wyliczono, e dobowe 

wydalanie sodu u zwierz t po zabiegu pozorowanym wynosi o 1,45 ± 

0,2 mmol, a w grupie po obustronnym odnerwieniu nerek 2,46 ± 0,3 

mmol. 

 

4.3. Do wiadczenia klirensowe 

 

W dniu do wiadczenia zwierz ta znieczulano podaj c 

dootrzewnowo Inaktyn  w dawce 100 mg/kg c.c.. Znieczulone 

zwierz ta umieszczano na podgrzewanym stoliku operacyjnym 

(JWElectronic) umo liwiaj cym utrzymanie sta ej temperatury cia a 

37 C. W celu zapewnienia swobodnej wentylacji p uc 

przeprowadzono tracheostomi , umieszczaj c w tchawicy 

dopasowan  rurk  polietylenow  o rednicy 2 mm. W prawym dole 
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udowym ods aniano y  i t tnic  udow . Do y y wprowadzano dren 

polietylenowy o rednicy 0,3 mm, przez który podawano p yn 

infuzyjny o nast puj cym sk adzie: 140 mmol/l NaCl z dodatkiem 

[3H] inuliny (5 Ci/ml) oraz p-aminohipuranu sodu (PAH; 1mg/ml)  

i heparyny (5 U/ml). W do wiadczeniach, w których badano 

wydalanie litu p yn infuzyjny dodatkowo zawiera  chlorek litu w 

st eniu 10 mM. P yn infuzyjny podawano ze sta  pr dko ci , 45 

l/min, przy u yciu pompy (ATI Orion). Do t tnicy udowej 

wprowadzono dren polietylenowy o rednicy 0,3 mm, który po czony 

z urz dzeniem s u cym do pomiaru ci nienia (Stoelting) umo liwia  

bezpo redni pomiar redniego ci nienia t tniczego krwi. Infuzj  ci g  

p ynu poprzedzono jednorazowym dot tniczym podaniem 0,5 ml 

p ynu w ci gu 1minuty. Po up ywie 30 minut od momentu 

rozpocz cia infuzji ods aniano p cherz moczowy przez naci cie 

pow ok brzucha. Do nak utego na szczycie p cherza wprowadzano 

dren polietylenowy o rednicy 3 mm. P cherz podwi zywano na 

drenie. Poprzez dren swobodnie sp ywa  mocz do kalibrowanej 

probówki typu Eppendorf. Po ustaleniu diurezy na sta ym poziomie 

(po oko o 90 minutach od w czenia infuzji) zbierano mocz w  

5 przedzia ach 20 minutowych. W czasie ka dej zbiórki moczu,  

z t tnicy udowej pobierano krew t tnicz  (po oko o 100 l). Pierwsze 

dwie kolejne zbiórki moczu i próbki krwi traktowano jako materia  

kontrolny. Bezpo rednio po tym okresie kontrolnym kontynuowano 

infuzj  p ynu w czaj c badane zwi zki - zgodnie z odpowiednim 

protoko em przedstawionym poni ej. W pobranych próbkach 

oznaczano st enie PAH, radioaktywno  [3H] inuliny oraz st enie 

sodu, potasu, chlorku oraz fosforanów, a w do wiadczeniach,  

w których, u yto LiCl, w moczu i we krwi oznaczono st enie Li. 
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Protokó  do wiadcze  klirensowych: 

 

Dzia anie Ap4A na hemodynamik  i czynno  wydalnicz  nerek

 

Bezpo rednio po okresie kontrolnym zwierz ta otrzymywa y Ap4A  

w dwóch dawkach: 

(I)   pierwsza grupa (n = 5) 0,2 mol/kg jednorazowo i 2 nmol/min/kg  

        w infuzji ci g ej, 

(II) druga grupa (n = 8) 2 mol/kg jednorazowo i 20 nmol/min/kg  

       w infuzji ci g ej. 

 

Dzia anie Ap4A (2 µmol/kg + 20 nmol/min/kg) na funkcj  nerek w 

obecno ci antagonów receptorów P1 (teofiliny) i P2 (suraminy) 

 

Po okresie kontrolnym jednej grupie szczurów (n = 8) w czono w 

infuzj  do yln  teofilin  (0,8 µmol/kg + 0,2 mol/min/kg c.c.),  

a drugiej (n = 6) suramin  (12 mg/kg c.c. + 0,18 mg/min/kg c.c.). Obu 

grupom po 20 minutach dodatkowo w czono Ap4A. 

 

Dzia anie analogów ATP ( , -MeATP i 2-MeSATP) – specyficznych 

agonów receptorów P2 na funkcj  nerek 

 

Bezpo rednio po okresie kontrolnym jednej grupie zwierz t (n = 8) 

podawano do ylnie , -Me-ATP, a drugiej (n = 8) 2-MeSATP. Ka dy 

ze zwi zków podawano w dawce jednorazowej 2 mol/kg c.c. oraz w 

dawce podtrzymuj cej 20 nmol/min/kg c.c. przez 60 minut. 

 

 



 26

Wp yw odnerwienia na dzia anie Ap4A i analogów ATP ( , -MeATP i  

2-MeSATP) na funkcj  nerek 

 

Do wiadczenia przeprowadzono na grupie zwierz t po uprzednim 

odnerwieniu nerek oraz grupie kontrolnej (po zabiegu pozorowanym). 

Bezpo rednio po okresie kontrolnym podawano testowane zwi zki - 

Ap4A, , -MeATP oraz 2-MeSATP - w dawce po 2 mol/kg + 

 20 nmol/min/kg przez 60 minut. W ka dej grupie n = 5. 
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4.3.1 Metody analityczne  

 

[3H] Inulina - pomiar radioaktywno ci w moczu i w surowicy 

oznaczano metod  p ynnej scyntylacji przy u yciu licznika 

scyntylacyjnego Wallac 1409. Do naczy  scyntylacyjnych dodawano  

20 µl próby badanej i 0,5 ml p ynu scyntylacyjnego (Ultima Gold 

Sigma). Nast pnie próbki inkubowano w temperaturze pokojowej w 

zaciemnionym miejscu. Po 30 minutach dokonywano pomiaru 

radioaktywno ci, wyniki wyra ono w cpm / próbk  badan . 

 

p-Aminohipuran sodu – st enie w moczu i odbia czonej surowicy 

oznaczono metod  Brattona i Marshala [9]. 0,1% azotyn sodowy 

przechowywany w temp. < 0 ºC jest trwa y przez tydzie ,  

0,1% N-(1-naftylo)-etylenodwuamina przechowywana w ciemnej 

butelce w temp. < 0 ºC jest trwa a miesi c. Pozosta e odczynniki 

przechowywane w temp. pokojowej s  trwa e nieograniczenie. 

Kalibracji metody dokonywano w oparciu o krzyw  wzorcow  z 

u yciem wzorca p-Aminohipuranu sodu (Sigma) w zakresie st e  od 

5,75 – 230 nmol/l. Absorbancj  próby badanej i wzorcowej odczytano 

wzgl dem próby lepej przy  = 546 nm. Wspó czynnik zmienno ci 

oznacze  w serii niejednoczesnej wynosi  ± 8% dla ca ego zakresu 

st e . 

 

Fosforany – st enie w moczu i surowicy oznaczano zmodyfikowan  

metod  Gomoriego [25]. Modyfikacja metody polega a na dodaniu do 

100 ml odczynnika molibdeno-siarkowego 0,3 ml Tweenu 80, 

zast puj c inny reduktor, jakim jest metol. Trwa o  odczynnika 

molibdenowo-siarkowego wynosi oko o 7 dni. Trwa o  pozosta ych 

odczynników jest nieograniczona. Kalibracji metody dokonywano w 
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oparciu o krzyw  wzorcow  z u yciem wzorca K2HPO4 (POCh 

Gliwice) w zakresie st e  od 0,15 – 0,5 mmo/l. Jako wzorca 

roboczego u yto 1 mmol/l roztworu Pi. Absorbancj  próby badanej i 

wzorcowej odczytano wzgl dem próby lepej przy  = 360 nm. 

Wspó czynnik zmienno ci oznacze  w serii niejednoczesnej wynosi  

± 6% dla ca ego zakresu st e . 

 

Sód, potas, chlorek – st enie w moczu i surowicy oznaczano przy 

u yciu elektrody jonoselektywnej. Oznaczenia wykonano w 

Centralnym Laboratorium Akademickiego Centrum Klinicznego 

SPSK AM w Gda sku na analizatorze Architekt c 8000 wed ug 

rutynowych procedur. 

 

Lit – st enie w moczu i surowicy oznaczono metod  absorpcyjnej 

spektrometrii atomowej. Oznaczenia wykonano w Centralnym 

Laboratorium Akademickiego Centrum Klinicznego SPSK AM w 

Gda sku na spektrometrze Philips PU 9100X wed ug rutynowych 

procedur. 
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4.3.2 Obliczenia i symbole u yte w badaniach klirensowych. 

 

Pobrane próbki moczu i krwi t tniczej pos u y y do okre lenia filtracji 

k buszkowej, przep ywu osocza i krwi przez nerki, oporno ci naczy  

nerkowych, diurezy oraz wydalania elektrolitów. W tym celu 

zastosowano standardowe wzory: 

 

Diureza (V) – obj to  wydalonego moczu w ci gu jednej minuty 

okre lano w nast puj cy sposób: 

 

                                  Obj to  moczu [µl] 

   V [µl/min] =  

                                    czas zbiórki [min] 

 

Filtracja k buszkowa (GFR) – przes czanie k buszkowe okre lono 

na podstawie klirensu inuliny (Cin) 

 

                                       Uin · V 

     Cin [ml/min] =   

                                            Pin 

 

     gdzie: Uin - st enie inuliny w moczu [cpm] 

       V  - diureza [µl/min] 

       Pin - st enie inuliny w osoczu [cpm] 
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Przep yw osocza przez nerki (RPF) – wyznaczono na podstawie 

klirensu p-amionohipuranu (PAH).   

 

                                          UPAH · V 

      CPAH  [ml / min] =  

                                            PPAH 

 

      gdzie: Uin - st enie PAH w moczu [nmol/l] 

       V   - diureza [µl/min] 

       Pin - st enie PAH w osoczu [nmol/l] 

 

 

Przep yw krwi przez nerki (RBF) 

 

                                           RPF 

      RBF [ml/min] = 

                                        (1 – Ht) 

 

      gdzie: Ht -hematokryt krwi t tniczej 

 

Oporno  naczy  nerkowych (RVR) 

 

                                                       MAP 

      RVR [mmHg / ml · min] =     

                                                         RBF 

 

     gdzie: MAP - rednie ci nienie krwi t tniczej [ mmHg] 

                RBF – przep yw krwi przez nerki [ml/min]                    
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FF– frakcja filtracyjna wyliczona na podstawie wzoru: 

 

                                  GFR 

     FF [%]  = 100% 

                                  RPF 

 

 

FENa – frakcyjne wydalanie sodu z moczem wyliczono stosuj c 

nast puj cy wzór:  

                               CNa  

    FENa [%] =           · 100 %              

                                     Cin  

 

   gdzie: CNa – klirens sodu 

 

                                               UNa V 

              CNa  [ml/min] =  

                                        PNa 

              gdzie: UNaV– minutowe wydalanie sodu z moczem 

[µmol/min] 

              PNa – st enie sodu  w osoczu [mmol/l] 

 

Frakcyjne wydalanie pozosta ych elektrolitów tj.: potasu, chlorków, 

fosforanów, litu liczono w oparciu o klirens potasu, klirens chlorków, 

klirens fosforanów, klirens litu oraz klirens inuliny. 
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Wska niki funkcji kanalików nerkowych 

 

Wykorzystuj c nast puj ce parametry funkcji nerek okre lono 

reabsorpcj  sodu i wody w kanalikach nerkowych: klirens inuliny 

(Cin) – wska nik filtracji k buszkowej, klirens sodu (CNa) – wska nik 

ca kowitego wydalania sodu z moczem, klirens litu (CLi) – wska nik 

obj to ci izotonicznego p ynu opuszczaj cego kanalik, a wi c i ilo ci 

sodu opuszczaj cego kanaliki nerkowe. 

 

 

Frakcyjne wydalanie p ynu z kanalików proksymalnych okre lono na 

podstawie ilorazu klirensu litu i klirensu inuliny (CLi / Cin). 

 
Obj to  p ynu ulegaj cego reabsorpcji w kanaliku proksymalnym 

okre lono na podstawie ró nicy pomi dzy klirensem inuliny  

a klirensem litu (Cin – CLi). 

 
Reabsorbcj  wody w dalszych cz ciach nefronów okre lono na 

podstawie ró nicy pomi dzy klirensem litu a diurez  (CLi – V). 

 
Frakcyjne wydalanie wody z dalszych cz ci nefronów okre lono na 

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

 
Reabsorbcj  sodu w dalszych cz ciach nefronów okre lono na 

podstawie ró nicy klirensu litu i klirensu sodu (CLi – CNa). 

 
Frakcyjne wydalanie sodu z dalszych cz ci nefronów okre lono w 

oparciu o iloraz klirensu sodu i klirensu litu (CNa / CLi).  
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4.4 Do wiadczenia na izolowanych k buszkach 

 

W do wiadczeniach na izolowanych k buszkach nerkowych 

szczurów mierzono, przy u yciu radioaktywnej inuliny [3H], obj to  

inulinow  k buszków (Glomerular Inulin Space - GIS), która  

odzwierciedla obj to  wewn trzkapilarn . Pomiaru dokonano w 

oparciu o wcze niej opracowan  metod  [24], w znacznej mierze 

zmodyfikowan  w naszej pracowni. Zasada metody opiera si  na 

w a ciwo ciach inuliny, która nieprzemieszczaj c si  przez b ony 

komórkowe, rozmieszcza si  w rodowisku inkubacyjnym, p ynie 

wewn trzkapilarnym i p ynie mi dzykomórkowym. W oparciu o 

pomiar radioaktywno ci w osadzie k buszków nerkowych mo na 

wyliczy  obj to  przestrzeni inulinowej, której 95 % stanowi 

przestrze  wewn trzkapilarna, a 5 % mi dzykomórkowa. 

Wcze niejsze badania wykonane m. in. w naszym Zak adzie dowodz , 

e zmiany GIS pod wp ywem badanych zwi zków odzwierciedlaj  

skurcz lub relaksacj  naczy  kapilarnych izolowanych k buszków 

nerkowych. 

Wszystkie czynno ci zwi zane z izolacj  k buszków i inkubacj   

z testowanymi zwi zkami przeprowadzono w rodowisku  lodowato – 

zimnego wieloelektrolitowego buforu PBS (ice – cold Dulbeco’s 

phosphate – buffered saline) o pH 7,4 ± 0,2 i sk adzie (mM): 137 

NaCl; 2,7 KCl; 0,49 MgCl2; 8,1 Na2HPO4; 1,5 KH2PO4; 0,9 CaCl2; 5,6 

glukozy. 
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4.4.1 Izolacja k buszków nerkowych 

 

W dniu do wiadczenia zwierz ta znieczulano eterem 

dietylowym, przeprowadzano dekapitacj , a nast pnie pobierano 

nerki, które umieszczano w sch odzonym do temperatury 0-4 C 

buforze (PBS). redni ci ar jednej nerki wynosi  823 16mg. Z 

pobranych nerek usuwano torebk  cznotkankow . Nast pnie nerki 

przecinano w p aszczy nie strza kowej, a widoczny rdze  nerkowy 

wycinano no yczkami o zakrzywionym ostrzu. K buszki nerkowe 

izolowano technik  przesiewow  [45], zmodyfikowan  przez  

M. Szczepa sk -Konkel i wspó pracowników [71], stosuj c sita 

metalowe o rednicy oczek ( ): 250, 125, 75 m. Kor  nerek po 

rozdrobnieniu przy u yciu ostrego no yka przenoszono na sito 

metalowe o  250 m i przecierano za pomoc  plastikowego t oka od 

strzykawki. Nast pnie otrzymany homogenat umieszczono na sicie  

o  125 m, i przep ukano du ym strumieniem lodowato - zimnego 

roztworu PBS. Na sicie o  125 m pozostawa y kanaliki nerkowe, 

które odrzucano, a przes cz zawieraj cy k buszki nanoszono na sito 

o  75 m. Pozostaj ce na sicie  75 m k buszki, przep ukiwano 

roztworem PBS w celu usuni cia komórek, a nast pnie sp ukano je  

z sita i zawiesin  przeniesiono do probówki zawieraj cej PBS  

z dodatkiem albuminy (st enie ko cowe - 100mg/10 ml). czny 

czas, jaki up ywa  od dekapitacji zwierz t do zako czenia izolacji 

k buszków nerkowych nie przekracza  90 minut. Wszystkie 

czynno ci zwi zane z izolacj  k buszków prowadzono w temp.  

0-4 C, w plastikowych naczyniach umieszczonych w pojemniku  

z lodem. 
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4.4.2 Ocena jako ciowa i ilo ciowa otrzymanego preparatu 

 

Czysto  zawiesiny k bków nerkowych oceniano przy u yciu 

mikroskopu wietlnego. Zanieczyszczenie elementami morfotycznymi 

(kanaliki, komórki) wynosi o nie wi cej ni  5 %. 

Ilo  k buszków nerkowych w otrzymanym preparacie okre lano, 

poprzez liczenie k buszków w komorze Fuchs-Rosenthal a pod 

mikroskopem wietlnym. W wyniku stosowanej metody izolacji,  

z jednej nerki otrzymywano oko o 10 tysi cy k buszków. 

Do wiadczenia prowadzono na znanej liczbie k buszków nerkowych. 

 

 

4.4.3 Inkubacja k buszków nerkowych z testowanymi zwi zkami 

 

Do 200 l zawiesiny zawieraj cej 2000 ± 150 k buszków 

nerkowych w buforze PBS z albumin  wo ow  (1%) dodawano 0,2 

Ci [3H]-inuliny. Tak przygotowane próbki preinkubowano 30 minut  

w temp. 36 C w a ni wodnej z ci g ym mieszaniem(40obrotów/min). 

Inkubacj  kontynuowano z testowanymi zwi zkami, które dodawano 

do poszczególnych próbek w obj to ci 25 µl. Próbki kontrolne 

inkubowano z PBS. W ci le okre lonym czasie, inkubacj  

przerywano przenosz c 200 l mieszaniny inkubacyjnej do probówki 

wirowniczej zawieraj cej 100 l oleju silikonowego AR-200 (Wacker 

– Chemie, München), sch odzonego do temperatury oko o 4 C,  

i natychmiast wirowano przez 5 sekund przy przyspieszeniu 5000 g 

(Beckman, Microfuge TM11). W wyniku wirowania, k buszki 

nerkowe przechodz  przez olej, formuj c na dnie probówki osad 

k buszkowy, natomiast rodowisko inkubacyjne pozostaje nad 



 36

warstw  oleju. 

 

4.4.4 Pomiar obj to ci wewn trzkapilarnej k buszków 

nerkowych 

 

Do naczy  scyntylacyjnych przeniesiono po 20 l supernatantu  

z ka dej próbki inkubacyjnej, do kolejnych - odci ty za pomoc  

no yka koniec probówki wraz z osadem k buszków. Osad 

rozpuszczono  

w 500 l 0,3% Tritonu X-100 mieszaj c ka d  próbk  przy pomocy 

vortexu (GenieTM2). Nast pnie do naczy  scyntylacyjnych dodano po 

2ml scyntylatora tritonowo-ksylenowego (Ultima Gold – Sigma). Tak 

przygotowane próbki pozostawiono na 30 minut w zaciemnionym 

miejscu. Nast pnie umieszczono próbki w liczniku scyntylacyjnym 

(Wallac 1409 ). 

Obj to  wewn trzkapilarn  k buszków GIS, wyra on  w pikolitrach 

(pl), wyliczono dla poszczególnych próbek uwzgl dniaj c 

radioaktywno  (wyra on  w cpm) osadu k buszkowego i 

supernatantu oraz ilo  k buszków nerkowych w osadzie, wg wzoru: 

 

 

                       [3H]-radioaktywno  osadu  (cpm) 

GIS = 

              [3H]-radioaktywno  1µl supernatantu (cpm) · ilo  k buszków w 

osadzie 

 

 

W oparciu o pomiar obj to ci inulinowej k buszków nerkowych, 

okre lano zmiany obj to ci wewn trzkapilarnej, które wyra ono jako 
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procent zmian w odniesieniu do warto ci podstawowej (wyj ciowej). 

 

 

4.5 Obliczenia statystyczne 

 

Przedstawione w pracy wyniki s  rednimi arytmetycznymi z 5 – 10 

do wiadcze  ± redni b d redniej (SE). Prawdopodobie stwo 

identyczno ci dwóch rednich oceniano testem ANOVA. 

 

4.6 Odczynniki 

 Odczynniki u yte do do wiadcze  by y czysto ci analitycznej  

i pochodzi y z nast puj cych firm: 

Du Pont: Inulina [3H] 

Merck: Triton X-100 

Polfa: Heparyna 

Polskie Odczynniki Chemiczne: NaCl, sulfaminian amonu, NaNO2, 

Tween 80, molibdenian amonowy, H2SO4, K2HPO4, LiCl, glukoza 

RBI: Inactin 

Renal: TCA 

Sigma: Ap4A, ,  - MeATP, 2-MeSATP, Suramina, teofilina,  

p-aminohipuran sodu, N-(1-naftylo)ethylenodiamina, Na2HPO4, 

KH2PO4, KCl, MgCl2, CaCl2, albumina 
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5. WYNIKI 

 

W pracy tej badano dzia anie naturalnego aktywatora 

receptorów purynowych – diadenozynotetrafosforanu (Ap4A) – na 

nerkow  hemodynamik , diurez  i wydalanie elektrolitów z moczem 

szczura. Nast pnie dzia anie tego dinukleotydu porównano z 

nerkowym dzia aniem ATP, stosuj c analogi ATP - swoiste agony 

receptorów P2X i P2Y.  

Uzyskane wyniki z Ap4A potwierdzi y oraz poszerzy y 

wcze niejsz  wiedz  na temat dzia ania dinukleotydu podawanego do 

ogólnego kr enia krwi na funkcj  nerek. Jak przedstawiono na Ryc. 1 

 i 2, Ap4A w czasie do ylnej infuzji w dawce 0,2 µmol/kg +  

2 nmol/min/kg stymuluje natriurez  oko o 3,5-krotnie nie zmieniaj c  

w statystycznie znamienny sposób diurezy (Ryc. 1A i B). Natomiast 

Ap4A podany w dawce 10-krotnie wi kszej (2µmol/kg +  

20 nmol/min/kg) – oprócz 5-krotnego wzrostu natriurezy oraz oko o  

2-krotnego wzrostu diurezy – redukuje GFR rednio o oko o 30% w 

czasie godzinnej infuzji (Ryc. 2A). Zmiany te pojawia y si  

stopniowo; maksymalne obni enie GFR obserwowano w trzecim 

okresie, tj. 40 – 60 min po w czeniu infuzji Ap4A (Ryc. 2A). 

Poniewa  Ap4A zwi ksza  wydalanie sodu pomimo hamuj cego 

dzia ania na filtracj  k buszkow  wyliczono, e frakcyjne wydalanie 

sodu wzros o oko o 4-krotnie ju  w pierwszym okresie, a w trzecim 

oko o 8-krotnie (Ryc. 2B). Uzyskane dane wiadcz  o zahamowaniu 

reabsorpcji sodu w kanalikach nerkowych w wyniku podawania Ap4A 

do ogólnego kr enia krwi. 

Jak przedstawiono na Ryc.3, ju  w pierwszych dwudziestu 

minutach infuzji Ap4A dochodzi o do spadku przep ywu osocza przez 

nerki (RPF; p  0,05), mierzonego klirensem p-aminohipuranu (CPAH)  
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i zmiany te utrzymywa y si  w kolejnych dwóch okresach 

do wiadczalnych. W czasie infuzji Ap4A nie obserwowano istotnych 

zmian redniego ci nienia t tniczego krwi (MAP). Jak przedstawiono 

w Tab. I, warto  MAP w okresie kontrolnym wynosi a 116 ± 3,1 

mmHg, a w czasie godzinnej infuzji Ap4A rednio 113 ± 4,0 mmHg. 

Równie  hematokryt krwi t tniczej (Ht) nie zmienia  si  w tych 

do wiadczeniach i wynosi  przed podaniem Ap4A rednio 38 ± 2,0%, 

a pod koniec infuzji Ap4A 37 ± 3,1% (Tab.1). Na podstawie 

uzyskanych danych wyliczono, e do ylna infuzja Ap4A (2 µmol/kg + 

20 nmol/min/kg) zwi ksza opór naczy  krwiono nych w nerkach 

(RVR) z 7,0 ± 0,3 do 10,4 ± 0,6 mmHg/ml min (p < 0,05). Z danych 

tych wynika, e w czasie do ylnej infuzji Ap4A zmienia si  motoryka 

naczy  krwiono nych w nerkach, czego wynikiem mo e by  

zahamowanie tempa przep ywu krwi przez nerki i filtracji 

k buszkowej.  

Dodatkowych danych wskazuj cych na naczynioruchowe 

dzia anie Ap4A w nerkach dostarczy y wyniki do wiadcze  na 

izolowanych k buszkach nerkowych szczura, przedstawione na 

Ryc.4: Ap4A dodany do zawiesiny k buszków redukowa  przestrze  

wewn trzkapilarn  k buszka (GIS) w stopniu zale nym od jego 

st enia w rodowisku i czasu inkubacji. Maksymaln  redukcj  GIS o 

ok. 18 % w odniesieniu do warto ci wyj ciowej (p  0,05), 

obserwowano  przy 10 nM st eniu Ap4A w rodowisku. Z obserwacji 

tych wynika, e pozakomórkowy Ap4A b d  produkty jego hydrolizy 

(ATP i/lub adenozyna) mog  obkurcza  w warunkach in vivo 

naczynia kapilarne k buszków i w konsekwencji redukowa  

przep yw krwi przez k buszki oraz powierzchni  filtracyjn  – 

czynniki wp ywaj ce na wielko  przes czania nerkowego. 
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Poniewa  obserwowane zmiany funkcji nerek indukowane 

do yln  infuzj  Ap4A mog  by  efektem dzia ania Ap4A per se , b d  

te  jego produktów hydrolizy tj. ATP (poprzez receptory P2) i/lub 

adenozyny (poprzez receptory P1), w pracy tej podj to prób  

okre lenia grupy receptorów zaanga owanych w nerkowe dzia anie 

Ap4A. W celu zidentyfikowania grupy receptorów zaanga owanych w 

nerkowe dzia anie Ap4A, nukleotyd ten podawano jednocze nie z 

antagonem receptorów P1 – teofilin  - oraz receptorów P2 – suramin . 

Do wiadczenia wykaza y, e suramina (12 mg/kg + 0,18 

mg/min/kg), przeciwnie do teofiliny (8 µmol/kg + 0,2 µmol/min/kg), 

blokuje dzia anie Ap4A na nerk . Jak przedstawiono na Ryc.5, 

obserwowane zmiany GFR po podaniu Ap4A w czasie infuzji teofiliny 

by y porównywalne do tych jakie wyst powa y, gdy w infuzj  

w czono tylko Ap4A. Z kolei Ap4A podany w czasie infuzji suraminy 

nie wywiera  istotnych zmian GFR (Ryc.5), ani te  nie zwi ksza  

diurezy (Ryc.6) i natriurezy (Ryc.7). Z powy szych do wiadcze  

wynika, e w nerkowe dzia anie Ap4A mog  by  zaanga owane 

receptory P2, których naturalnymi ligandami s  zarówno Ap4A, jak i 

produkt hydrolizy – ATP. 

W kolejnym etapie do wiadcze , dzia anie Ap4A na funkcj  

nerek porównano z dzia aniem ATP. Do do wiadcze  u yto analogi 

ATP, oporne na dzia anie enzymów hydrolizuj cych tj. , -

metylenoATP ( , -MeATP) – selektywny agon receptorów P2X - i 2-

metylotioATP (2-MeSATP) – selektywny agon receptorów P2Y. 

Zwi zki te podawano do ylnie w dawkach po 2 µmol/kg jednorazowo 

oraz 20 nmol/min/kg w infuzji ci g ej.  

Jak przedstawiono na Ryc.8, 2-MeSATP w wi kszym stopniu 

ni  , Ap4A obni y  GFR, maksymalnie ju  w pierwszym okresie 

do wiadczalnym - oko o 40 % w odniesieniu do okresu kontrolnego 
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(p  0,05). Statystycznie istotnych zmian GFR nie obserwowano w 

czasie infuzji , -MeATP (Ryc.8A). Analog ten w stosowanej dawce 

powodowa  oko o 2,5-krotny wzrost diurezy (Ryc.9), wyra onej 

zarówno w warto ciach bezwzgl dnych (Ryc. 9A) oraz jako frakcyjne 

wydalanie (Ryc. 9B). Jak przedstawiono na Ryc. 10, ka dy  

z testowanych zwi zków wywo ywa  natriurez . Dzia anie 

natriuretyczne obu analogów ATP, wyra one jako frakcyjne 

wydalania (FENa, Ryc.10B) by o podobne i nie ró ni o si  istotnie od 

warto ci FENa okre lonej dla grupy zwierz t otrzymuj cej Ap4A. Na 

podstawie uzyskanych danych mo na wnioskowa , e Ap4A hamuje 

reabsorpcj  sodu w kanalikach nerkowych za po rednictwem 

receptorów P2 – podobnie jak selektywny agon receptorów P2X i w 

mniejszym stopniu agon receptorów P2Y. 

Jak przedstawiono w tabeli II, zwi kszonej natriurezie, 

indukowanej infuzj  testowanych zwi zków, towarzyszy  oko o 2-

krotny wzrost frakcyjnego wydalania (FE) jonu chlorkowego  

i jonów fosforanowych (Pi). Wzrost frakcyjnego wydalania 

powy szych jonów z moczem odzwierciedla redukcj  reabsorbcji tych 

jonóww kanalikach nerkowych w czasie infuzji testowanych agonów. 

Tylko w niewielkim stopniu wzros o frakcyjne wydalanie jonu 

potasowego w czasie infuzji Ap4A i analogów ATP, jednak e 

przeciwnie do pozosta ych jonów, wzrost ten nie by  statystycznie 

zamienny (p>0,05). 

W jednej serii do wiadcze  zwierz ta dodatkowo obci ono 

chlorkiem litu w celu zbadania wp ywu Ap4A i analogów ATP na 

wydalanie jonów litu z moczem, wska nika reabsorpcji sodu w 

kanalikach proksymalnych. Badania przeprowadzono na pi ciu 

szczurach w ka dej grupie do wiadczalnej. Po okresie kontrolnym 

jedna grupa zwierz t otrzyma a w infuzji ci g ej Ap4A, druga  
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, -MeATP, a trzecia 2-MeSATP w dawkach po 2 µmol/kg +  

20 nmol/min/kg. Jak przedstawiono w tabeli III, godzinna infuzja 

badanych zwi zków wywo a a wzrost frakcyjnego wydalania litu  

(p  0,05); oko o 3-krotny w czasie infuzji Ap4A lub 2-MeSATP, i 

oko o  2-krotny w czasie infuzji , –MeATP (p<0,05). Uzyskane dane 

sugeruj , e w czasie podawania testowanych agonów receptorów P2 

wzros a obj to  p ynu opuszczaj cego kanaliki proksymalne, 

odpowiednio 3- i 2-krotnie. Zatem, wzrost frakcyjnego wydalania litu 

by  zwi zany z redukcj  bezwgl dnej obj to ci p ynu kanalikowego 

ulegaj cego reabsorpcji w kanaliku proksymalnym (Cin – CLi). 

Wyliczono, e reabsorpcja w kanaliku proksymalnym zmniejszy a si  

2,3-krotnie w do wiadczeniach z Ap4A (p<0,05) i 3,5-krotnie z 2-

MeSATP (p<0,05), a w grupie traktowanej , –MeATP zmniejszy a 

si  zaledwie o 30 %. Z kolei wyliczono w dalszych odcinkach 

nefronów, e reabsorpcja wody (CLi – V) i sodu (CLi – CNa) uleg a 

oko o 2-krotnemu zwi kszeniu. Ostatecznie, frakcyjne wydalanie sodu 

z dalszych odcinków nefronu istotnie wzros o (p<0,05) tylko w 

do wiadczeniach z , –MeATP. Dane te sugeruj , e antagon 

receptorów P2X hamuje reabsorpcj  sodu równie  w dalszych 

odcinkach nefronu. 

 

Jednym ze róde  pozakomórkowych nukleotydów 

adeninowych w nerkach s  zako czenia nerwowe. Aby odpowiedzie  

na pytanie, czy w wyniku odnerwienia nerek dochodzi do zmiany 

wra liwo ci nerek na dzia anie Ap4A i ATP, przeprowadzono 

do wiadczenia na szczurach po obustronnym odnerwieniu nerek. 

Grup  kontroln  stanowi y zwierz ta po zabiegu pozorowanym. Obie 

grupy zwierz t w dziewi tym dniu po zabiegu otrzymywa y do ylnie 

Ap4A i analogi ATP w dawce po 2 µmol/kg + 20 nmol/min/kg. 
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Nale y zaznaczy , e mierzone parametry funkcji nerek w okresie 

kontrolnym, jak i w czasie podawania testowanych nukleotydów w 

grupie zwierz t po zabiegu pozorowanym (grupa kontrolna) nie 

ró ni y si  istotnie od tych opisanych powy ej, w do wiadczeniach 

przeprowadzonych na szczurach nie poddawanych adnym zabiegom 

(Ryc.8, 9, 10). Istotne ró nice ujawnia y si  w grupie szczurów po 

obustronnym odnerwieniu nerek. Zmiany GFR przed i w czasie 

podawania Ap4A ilustruje Ryc.11. W okresie wst pnym (przed 

w czeniem Ap4A) GFR by o ni sze w grupie badanej ni  w grupie 

kontrolnej (p  0,05) i obni y o si  o oko o 40 % w czasie podawania 

Ap4A. Spadek GFR (  GFR) nie ró ni  si  istotnie od zmian GFR 

wywo anych infuzj  Ap4A w grupie kontrolnej (Ryc.11). Zmieni a si  

natomiast odpowied  nerek odnerwionych – mierzona zmianami GFR 

- na dzia anie analogów ATP. Jak przedstawiono na Ryc.12, 2-

MeSATP w dwukrotnie mniejszym stopniu obni a  GFR ni  w grupie 

kontrolnej.Z kolei , -MeATP, który w grupie kontrolnej nie zmienia  

GFR, u zwierz t po odnerwieniu nerek redukowa  GFR, rednio o 15 

% w odniesieniu do warto ci wyj ciowych (p<0,05). 

W wyniku odnerwienia nerek nie zmieni a si  diureza w okresie 

wst pnym i wzros a po w czeniu infuzji Ap4A w takim samym 

stopniu jak w grupie kontrolnej (Ryc.13). Z kolei efekt diuretyczny  

, -MeATP by  oko o 3-krotnie wi kszy w grupie badanej ni   

w kontrolnej. (Ryc.14). Równie  infuzja 2-MeSATP, analogu, który  

w grupie kontrolnej nie ujawnia  dzia ania diuretycznego, u zwierz t 

po odnerwieniu nerek spowodowa  oko o dwukrotny wzrost diurezy 

(Ryc.14). 

Niezale nie od zmian diuretycznych obserwowanych w tych 

do wiadczeniach, zmiany wydalania sodu z moczem przedstawia y si  

nast puj co (Ryc.15): w okresie wst pnym wydalanie sodu u 
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szczurów po odnerwieniu nerek by o oko o 4-krotnie wi ksze ni  w 

grupie kontrolnej (po zabiegu pozorowanym) i uleg o obni eniu po 

w czeniu infuzji Ap4A, osi gaj c warto ci zbli one do wyj ciowych - 

grupy kontrolnej. Podobne dzia anie ujawnia  2-MeSATP (Ryc.16). Z 

kolei przeciwny efekt obserwowano, gdy zwierz ta po odnerwieniu 

nerek otrzyma y , -MeATP. Pomimo zwi kszonej natriurezy w 

okresie wst pnym, podanie agona receptorów P2X powodowa o 

dalszy wzrost wydalania sodu, który ostatecznie by  ponad 5-krotnie 

wi kszy ni  po podaniu tego zwi zku grupie kontrolnej.  

W podsumowaniu: wp yw odnerwienia nerek na diuretyczne  

i natriuretyczne dzia anie agonów receptorów P2 obrazuje Ryc.17, 

przedstawiaj ca zmiany frakcyjnego wydalania sodu ( FENa [%])  

i moczu ( FEmocz [%]) po podaniu testowanych zwi zków grupie 

badanej i kontrolnej. Z przedstawionych danych wynika, e Ap4A 

oraz 2-MeSATP, czynniki hamuj ce reabsorpcj  sodu w kanalikach 

proksymalnych trac  t  w a ciwo  w odnerwionych nerkach, 

zachowuj c jednak hamuj ce dzia anie na transport wody. Z kolei 

hamuj ce dzia anie , -MeATP na kanalikow  reabsorpcj  sodu i 

wody nasili o si  w nerkach odnerwionych.
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Ryc. 1. Zmiany wydalania jonu sodowego z moczem (UNaV) oraz diureza w 

czasie do ylnej infuzji Ap4A. Bezpo rednio po okresie kontrolnym 
jedna grupa zwierz t (n=8) otrzyma a Ap4A – jednorazowo 2 µmol/kg i 
w infuzji ci g ej 20 nmol/min/kg, druga grupa (n=5) – Ap4A w dawce 
10-krotnie mniejszej. Wyniki wyra ono w warto ciach bezwzgl dnych; 
panel A przedstawia minutowe wydalanie sodu (µmol/min), panel B 
przedstawia minutowe wydalanie moczu (µl/min). Ka dy punkt jest 
warto ci  redni  ± SE. *p  0,05 wzgl dem odpowiednich warto ci 
wyj ciowych (okres kontrolny). 



 46

 
 A 

B
Czas [min]

-20 0 20 40 60

G
F

R
 [

m
l/

m
in

]

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0
Ap4A 2 mol/kg + 20 nmol/min/kg

Ap4A 0,2 mol/kg + 2,0 nmol/min/kg

*

*

Czas [min]

-20 0 20 40 60

F
E

N
a

 [
%

]

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

*

*

*

*

 
Ryc. 2. Zmiany GFR i frakcyjne wydalanie jonu sodowego z moczem (FENa)  

w czasie do ylnej infuzji Ap4A. Protokó  do wiadczenia jak w opisie 

Ryc.1. Panel A przedstawia filtracj  k buszkow  (GFR) wyra on  w 
warto ciach bezwzgl dnych (ml/min), panel B przedstawia wydalanie 
sodu z moczem (FENa) – jako procent adunku sodu filtrowanego 
(GFR·[Na]surowica). Ka dy punkt jest warto ci  redni  (n=5-8) 
 ± SE. *p 0,05 obliczone wzgl dem okresu kontrolnego.  
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Ryc. 3. Zmiany przep ywu osocza przez nerki (RPF) i ci nienie t tnicze 
(MAP) w czasie do ylnej infuzji Ap4A (2 µmol/kg + 20 
nmol/min/kg). Bezpo rednio po okresie kontrolnym zwierz ta 
(n=8) otrzyma y Ap4A – jednorazowo 2 µmol/kg i w infuzji ci g ej 
20 nmol/min/kg. RPF oznaczano w oparciu o pomiar klirensu p-
aminohipuranu. Ka dy punkt jest warto ci  redni  (n=8) ± SE. 
*p  0,05 wzgl dem odpowiednich warto ci wyj ciowych (okres 
kontrolny). 
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Tab.I. Przep yw krwi przez nerki (RBF) i oporno  naczy   nerkowych   
(RVR) w odpowiedzi na do yln  infuzj  Ap4A (2 µmol/kg + 20 
nmol/min/kg) 

 
 

 
 
Obja nienia: MAP – rednie ci nienie krwi t tniczej; Ht – hematokryt;  
RPF – przep yw osocza przez nerki; RBF – przep yw krwi przez nerki (RPF/(1-
Ht); RVR – oporno  naczy  nerkowych (RVR = MAP/RBF). Wyniki 
przedstawiaj  warto ci rednie (n=5) ± SE z okresu kontrolnego (przed 
w czeniem Ap4A) oraz 60 minutowego okresu do wiadczalnego (bezpo rednio 
po w czeniu infuzji Ap4A).*p< 0,05 obliczone wzgl dem warto ci kontrolnych. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 OKRES KONTROLNY OKRES 
DO WIADCZALNY 

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* 
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Ryc. 4. Zmiany obj to ci przestrzeni wewn trzkapilarnej (GIS) izolowanych  

 k buszków nerkowych w czasie inkubacji z Ap4A. Zawiesin  
k buszków nerkowych (1000 k buszków w 100µl PBS) preinkubowano 
z [3H]-inulin , a nast pnie inkubacj  kontynuowano z Ap4A o st eniu 
0,01; 1; 100 µM w czasie 0, 1, 2, 5 i 7 minut, w temp. 36ºC. Ka dy punkt 
jest warto ci  redni  z 5 do wiadcze  ± SE. p*  0,05 obliczone 
wzgl dem warto ci podstawowej (czas  inkubacji i st enie Ap4A = 0). 
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Ryc. 5. Wp yw teofiliny (anty P1) i suraminy (anty P2) na zmiany filtracji 
k buszkowej indukowane do yln  infuzj  Ap4A (2 µmol/kg + 20 nmol/min/kg). Po 
okresie kontrolnym jednej grupie zwierz t (n=8), do ylnie podawano teofilin   
(0,8 µmol/kg + 0,2 µmol/min/kg), drugiej grupie (n=6) suramin  (12 mg/kg + 0,18 
mg/min/kg), a trzeciej – kontrolnej (n=10) 140mM NaCl. Wszystkim trzem grupom 
zwierz t w 20 minucie dodatkowo w czono Ap4A i infuzj  kontynuowano przez 60 
minut. Panel A ilustruje filtracj  k buszkow  (GFR) w przebiegu do wiadczenia, 
wyra on  w warto ciach bezwzgl dnych (ml/min). Panel B przedstawia zmiany GFR 
wyra one w procentach w odniesieniu do okresu kontrolnego - bezpo rednio przed 
w czeniem Ap4A (s upek bia y) oraz w czasie 60 minut po w czeniu Ap4A (s upek 
czarny). Wyniki przedstawiaj  warto ci rednie ± SE; *p  0,05 wzgl dem warto ci 
kontrolnych. 
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Ryc. 6. Wp yw teofiliny (anty P1) i suraminy (anty P2) na diuretyczne 

dzia anie Ap4A (2 µmol/kg + 20 nmol/min/kg). Protokó  do wiadczenia 

jak w opisie Ryc.5. Panel A ilustruje diurez  w przebiegu do wiadczenia, 
wyra on  w warto ciach bezwzgl dnych (µl/min). Panel B przedstawia 
frakcyjne wydalanie moczu (%) w czasie 20 minut infuzji antagonu 
bezpo rednio przed w czeniem Ap4A (s upek bia y) oraz w okresie 60 
minut po w czeniu Ap4A (s upek czarny). Wyniki przedstawiaj  warto ci 
rednie ± SE; *p  0,05 wzgl dem warto ci kontrolnych. 
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Ryc. 7. Wp yw teofiliny (anty P1) i suraminy (anty P2) na natriuretyczne 
dzia anie Ap4A (2 µmol/kg + 20 nmol/min/kg). Protokó  do wiadczenia jak w 

opisie Ryc.5. Panel A ilustruje wydalanie jonu sodowego w przebiegu 
do wiadczenia, wyra one w warto ciach bezwzgl dnych (µmol/min). Panel B 
przedstawia frakcyjne wydalanie sodu (%) w czasie 20 min infuzji antagonu 
bezpo rednio przed w aczeniem Ap4A (s upek bia y) oraz w okresie 60 minut po 
w aczeniu Ap4A (s upek czarny). Wyniki przedstawiaj  warto ci rednie ± SE; 
*p  0,05 wzgl dem warto ci kontrolnych. 
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Ryc. 8. Zmiany GFR w czasie do ynej infuzji analogów ATP – swoistych 

agonów receptorów P2X ( , -metylenoATP) i P2Y (2-
metylotioATP). Po okresie kontrolnym jedna grupa zwierz t 
otrzymywa a w infuzji do ylnej , -metylenoATP ( , -MeATP), druga 
– 2-metylotioATP (2-MeSATP), a trzecia – kontrolna – Ap4A. Ka dy 
zwi zek podawano w dawkach po 2,0 µmol/kg + 20 nmol/min/kg. 
Wyniki wyra ono w warto ciach bezwzgl dnych (ml/min) – panel A, 
oraz jako procent zmian GFR w czasie 60 min infuzji agonu w 
odniesieniu do odpowiedniego okresu kontrolnego – panel B. Ka dy 
wynik jest warto ci  redni  (n =8) ± SE, *p  0,05 wzgl dem warto ci 
kontrolnej. 
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Ryc. 9. Zmiany diurezy w czasie do ynej infuzji analogów ATP – swoistych 

agonów receptorów P2X ( , -metylenoATP) i P2Y (2-
metylotioATP). Protokó  do wiadczenia jak w opisie Ryc.8. Wyniki 
wyra ono w warto ciach bezwzgl dnych (µl/min) – panel A oraz jako 
rednie frakcyjne wydalanie moczu przed (s upek bia y) i po w czeniu 

testowanych analogów (s upek czarny) – panel B. Ka dy punkt jest 
warto ci  redni  (n = 5-8) ± SE, *p  0,005 wzgl dem warto ci 
kontrolnej. 
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Ryc. 10. Zmiana wydalania sodu z moczem w czasie do ylnej infuzji 
analogów ATP – swoistych agonów receptorów P2X ( , -metylenoATP) i 
P2Y (2-metylotioATP). Protokó  do wiadczenia jak w opisie Ryc. 8. Wyniki 
wyra ono w warto ciach bezwzgl dnych (µmol/min) – panel A oraz jako rednie 
frakcyjne wydalanie sodu z moczem przed (s upek bia y) i po w czeniu 
testowanych agonów (s upek czarny) – panel B. Ka dy punkt jest warto cia 
redni  (n = 8) ± SE. *p  0,05 wzgl dem warto cikontrolnej. 
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Tab.II. Wydalanie elektrolitów z moczem przed i w czasie do ylnej infuzji    
              Ap4A i analogów ATP (po 2 µmol/kg + 20 nmol/min/kg) 
 
 Ap4A 

okres              okres        
kontrolny       do wiad. 

, -MeATP 
okres              okres 
kontrolny      do wiad. 

2-MeSATP 
okres             okres 
kontrolny     do wiad. 

V 
[µl/min] 13,1±3,6 22,8±3,9* 17,1±4,6 31,6±6,2* 20,6±8,5 19,8±4,0 

FEV 
[%] 0,7±0,2 1,8±0,3* 0,9±0,1 1,7±0,3* 1,0±0,2 1,7±0,2 

UNaV 
[µmol/min] 1,2±0,2 3,2±0,7* 1,4±0,3 3,6±0,6* 0,9±0,4 2,0±0,4 

FENa 
[%] 0,4±0,2 1,8±0,4* 0,6±0,2 1,4±0,2* 0,4±0,1 1,2±0,2* 

UKV 
[µmol/min] 2,2±0,6 2,0±0,7 1.8±0,2 2,0±0,5 1,9±0,3 1,5±0,6 

FEK 
[%] 30±4,5 39±5,0 24±4,0 28±4,5 24±3,7 32±6,0 

UClV 
[µmol/min] 2,4±0,2 4,1±0,5 2,7±0,3 4,2±0,7 2,2±0,6 2,3±0,5 

FECl 
[%] 1,4±0,5 3,2±0,7* 1,5±0,4 2,3±0,4* 1,1±0,3 2,0±0,5* 

UPiV 
[µmol/min] 0,7±0,1 1,3±0,1* 0,6±0,1 1,1±0,2* 0,7±0,2 1,0±0,1 

FEPi 
[%] 14±1,2 28±1,0* 13±0,9 24±1,3* 12±0,7 35±1,4* 

 

Obja nienia: V – diureza wyra ona w µl/min; FEV – frakcyjne wydalanie moczu 
wyra one %; UElek.V – wydalanie elektrolitów (sodu, potasu, chlorku, fosforanu) z 
moczem wyra one w warto ciach bezwzgl dnych (µmol/min); EFElek.(%)- frakcyjne 
wydalanie elektrolitów z moczem. Ka dy wynik jest warto ci  redni  ( n = 5 w 
ka dej grupie) ± SE z okresu kontrolnego (wst pnego) oraz 60 minutowego okresu 
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do wiadczalnego. *p<0,05 obliczone wzgl dem odpowiedniego okresu 
kontrolnego. 

 
Tab. III. Wska niki funkcji kanalików nerkowych przed i w czasie do ylnej    

                infuzji Ap4A i analogów ATP (po 2 µmol/kg +  20nmol/min/kg) 
 

  
 Ap4A 

okres              okres        
kontrolny       do wiad. 

, -MeATP 
okres              okres 
kontrolny      do wiad. 

2-MeSATP 
okres             okres 
kontrolny     do wiad. 

FELi  
[%] 17±4.0 48±11* 18±4,1 35±8,0* 17±6,0 58±12* 

Cin - CLi  

1543±121 655±115* 1510±118 1060±123 1690±180 485±171*

CLi - V 
 294±30 582±155 313±112 548±103 319±145 665±148 

V/CLi 

[%] 4,2±2,0 4,0±1,8 5,1±0,9 5,4±1,2 6,2±1,4 3,0±1,5 

CLi - CNa 

299±26 582±175 320±93 505±118 333±127 671±122 

CNa/CLi 

[%] 2,6±1,2 3,5±1,1 3,1±0,8 5,5±0,9* 2,1±1,2 2,2±1,0 

 
Obja nienia: FELi = frakcyjne wydalanie Li z moczem [%]; Cin – CLi = 
reabsorpcja przes czu w kanalikach proksymalnych [µl/min]; CLi – V = 
reabsorpcja wody w dalszych cz ciach nefronów; V/CLi = frakcyjne wydalanie 
wody z dalszych cz ci nefronów [%]; CLi – CNa = reabsorpcja sodu w dalszych 
cz ciach nefronów; CNa/CLi = frakcyjne wydalanie sodu z dalszych cz ci 
nefronów.  Wyniki przedstawiaj  warto ci rednie (n = 5 w ka dej grupie) ± SE z 
okresu kontrolnego (wst pnego) oraz 60 minutowego okresu do wiadczalnego 
(bezpo rednio po w czeniu testowanych zwi zków). *p<0,05 obliczono 
wzgl dem odpowiedniego okresu kontrolnego. 
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Ryc.11. Wp yw odnerwienia na filtracj  k buszkow  (GFR) indukowan  infuzj  
Ap4A. Po okresie kontrolnym grupa zwierz t badanych oraz grupa kontrolna  
(po zabiegu pozorowanym) otrzyma y w infuzji do ylnej Ap4A w dawce 
po 2 µmol/kg + 20 nmol/min/kg. Wyniki wyra ono w warto ciach 
bezwzgl dnych (ml/min) w przebiegu do wiadczenia. Ka dy punkt jest 
warto ci  redni  (n = 5) ± SE. *p  0,05 obliczone wzgl dem odpowiedniego 
okresu kontrolnego,#p  0,05 obliczone wzgl dem odpowiedniego okresu 
w grupie po zabiegu pozorowanym. 
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Ryc.12. Wp yw odnerwienia na filtracj  k buszkow  (GFR) indukowan  infuzj  

analogów ATP. Po okresie kontrolnym jedna grupa zwierz t otrzyma a w 
infuzji do ylnej , -metylenoATP ( , -MeATP), druga - 2-metylotioATP (2-
MeSATP), i dla porównania trzecia – Ap4A - w dawkach po 2 µmol/kg  + 20 
nmol/min/kg. Grup  kontroln  stanowi y zwierz ta po zabiegu upozorowanym, 
które otrzyma y testowane zwi zki w dawkach jw. Wyniki wyra ono jako 
procent zmian GFR w czasie 60 minut infuzji testowanych zwi zków w 
odniesieniu do odpowiednich warto ci wyj ciowych (okres kontrolny). Ka dy 
punkt jest warto ci  redni  (n= 5) ± SE. *p  0,005 obliczone wzgl dem 
odpowiedniego okresu kontrolnego. 
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Ryc. 13. Wp yw odnerwienia na diurez  indukowan  infuzj  Ap4A. Protokó  

do wiadczenia jak w opisie Ryc.11. Wyniki wyra ono w warto ciach 
bezwzgl dnych (µl/min) w przebiegu do wiadczenia. Ka dy punkt jest 
warto ci  redni  (n = 5) ± SE. *p  0,05 obliczone wzgl dem 
odpowiedniego okresu kontrolnego. 
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Ryc. 14. Wp yw odnerwienia na diurez  indukowan  infuzj  analogów ATP. 

Protokó  do wiadczenia jak w opisie Ryc.12. Wyniki wyra ono jako 
procent zmian diurezy w czasie 60 minut infuzji testowanych zwi zków 
w odniesieniu do odpowiednich warto ci wyj ciowych (okres 
kontrolny). Ka dy punkt jest warto ci  redni  (n = 5) ± SE. *p  0,05 
obliczone wzgl dem odpowiedniego okresu kontrolnego. 
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Ryc. 15. Wp yw odnerwienia na natriurez  indukowan  infuzj  Ap4A. 

Protokó  do wiadczenia jak w opisie Ryc.11. Wyniki wyra ono w 
warto ciach bezwzgl dnych (µmol/min) w przebiegu do wiadczenia. 
Ka dy punkt jest warto ci  redni  (n = 5) ± SE. *p  0,05 obliczone 
wzgl dem odpowiedniego okresu kontrolnego. #p  0,05 obliczone 
wzgl dem odpowiedniego okresu w grupie po zabiegu pozorowanym. 
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Ryc. 16. Wp yw odnerwienia na natriurez  indukowan  infuzj  analogów 

ATP. Protokó  do wiadczenia jak w opisie Ryc. 12. Wyniki wyra ono 
jako procent zmian GFR w czasie 60 minut infuzji testowanych 
zwi zków w odniesieniu do odpowiednich warto ci wyj ciowych (okres 
kontrolny). Ka dy punkt jest warto ci  redni  (n = 5) ± SE. *p  0,05 
obliczone wzgl dem odpowiedniego okresu kontrolnego, #p  0,05 
obliczone wzgl dem odpowiedniej grupy kontrolnej. 
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Ryc. 17. Wp yw odnerwienia na frakcyjne wydalanie sodu z moczem 

indukowane infuzj  Ap4A i analogów ATP. Protokó  do wiadczenia jak 

w opisie Ryc. 12. Wyniki wyra ono jako procent zmian frakcyjnego 
wydalania sodu (FENa) i moczu (FEUV) w odniesieniu do odpowiednich 
warto ci podstawowych (okres kontrolny) w grupie po zabiegu 
pozorowanym (s upek bia y) oraz w grupie szczurów po przewlek ym 
odnerwieniu nerek (s upek czarny). Ka dy punkt jest warto ci  redni  (n 
= 5) ± SE. *p 0,05 obliczone wzgl dem warto ci podstawowej (okres 
kontrolny), #p  0,05 obliczone wzgl dem grupy zwierz t po zabiegu 
pozorowanym. 
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6. DYSKUSJA 

 

Wyniki przeprowadzonych do wiadcze  potwierdzaj  

wcze niejsze obserwacje [70] oraz dostarczaj  dalszych dowodów 

wskazuj cych, e do ylne podanie Ap4A wywo uje natriurez  i 

diurez  bez istotnych zmian w wydalaniu potasu. W wi kszej dawce 

hamuje równie  hemodynamik  nerkow  (przep yw krwi przez nerki; 

RBF) i w konsekwencji pr dko  przes czania k buszkowego (GFR). 

Diuretyczne i natriuretyczne dzia anie Ap4A, które wyst puje pomimo 

spadku filtracji k buszkowej dowodzi, e nukleotyd ten dzia a na 

mechanizm transportu sodu w kanalikach nerkowych.  

Podobne zmiany funkcji nerek, chocia  z nieco innym 

nasileniem, obserwowano, gdy szczurom do ylnie podano analogi 

ATP, tj. , -MeATP oraz 2-MeSATP. Wcze niej opisano, e zwi zki 

te s  swoistymi agonami receptorów P2: ,  MeATP – agon 

receptorów P2X oraz 2-MeSATP – agon receptorów P2Y. Aktywator 

receptorów P2X stymulowa  diurez  i natriurez , bez istotnych zmian 

GFR, podczas gdy aktywator receptorów P2Y w znacznie wi kszym 

stopniu obni a  GFR ni  podany w tej samej dawce Ap4A (Ryc.8, 9 

 i 10).  

Znamienny wzrost frakcyjnego wydalania (FE) jonów 

sodowych, chlorkowych i fosforanowych wskazuje, e znaczna cz  

tych jonów wcze niej przefiltrowanych w k buszkach nerkowych 

ulega wydalaniu z moczem w nast pstwie podania do kr enia Ap4A 

lub analogów ATP. Zwi kszeniu uleg o równie  frakcyjne wydalanie 

litu sugeruj c, e kanaliki proksymalne mog  by  g ównym miejscem 

zahamowania wch aniania zwrotnego sodu. 

Wcze niej opisano [75], e w kanalikach proksymalnych jony 

litu ulegaj  reabsorpcji w ilo ciach proporcjonalnych do jonów sodu, 
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natomiast w dalszych cz ciach nefronu lit praktycznie nie ulega 

reabsorpcji. Z innych bada  wynika, e lit mo e ulega  reabsorpcji 

równie  w dalszych cz ciach nefronu w warunkach ograniczonej 

poda y sodu [74]. W obecnie prezentowanych do wiadczeniach 

zwierz ta by y karmione diet  standardow , a zatem mo na przyj , 

e w tych warunkach do wiadczalnych, klirens litu jest 

wyznacznikiem obj to ci izotonicznego p ynu opuszczaj cego kanalik 

proksymalny i po rednio ilo ci jonów sodowych wp ywaj cych do 

dalszych cz ci nefronu. Zastosowanie tej techniki w obecnych 

do wiadczeniach pozwoli o wykaza , e Ap4A i 2-MeSATP oraz w 

mniejszym stopniu , -MeATP zwi kszaj  obj to  p ynu 

opuszczaj cego kanaliki proksymalne. Otrzymane dane uwidoczni y 

równie , e , -MeATP zwi ksza frakcyjne wydalanie sodu z 

dalszych cz ci nefronu sugeruj c, e analog ten hamuje reabsorpcj  

sodu równie  w tej cz ci nefronu. Z kolei zmiany wywo ane infuzj  

Ap4A, czy te  2-MeSATP w dalszych cz ciach nefronów nie by y 

statystycznie znamienne. Jednak e zbyt du y rozrzut uzyskanych 

warto ci dla klirensu litu i sodu móg  przyczyni  si  do zaciemnienia 

ewentualnych zmian w reabsorpcji sodu w tej cz ci nefronów. 

W pracy tej wykaza am, e Ap4A obni a GFR powoduj c 

jednocze nie spadek RBF bez istotnych zmian redniego ci nienia 

t tniczego krwi (MAP). Wyniki te sugeruj , e zmniejszony przep yw 

krwi przez nerki mo e by  konsekwencj  zwi kszonego oporu naczy  

wewn trz-nerkowych. W oparciu o uzyskane dane wyliczono, e 

Ap4A zwi kszy  oporno  naczy  nerkowych oko o 50%. Dane te 

potwierdzaj  wcze niejsze obserwacje dotycz ce zmian nerkowej 

hemodynamiki w do wiadczeniach klirensowych z Ap4A [70] oraz na 

modelu perfundowanej nerki [38]. Dodatkowym dowodem 

wskazuj cym na mo liwo  bezpo redniego oddzia ywania ApnA na 
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system naczy  krwiono nych w nerkach s  wyniki do wiadcze  in 

vitro na izolowanych k buszkach nerkowych - przedstawione na Ryc. 

4 oraz opublikowane przez nas w Br. J. Pharmacol [69]. Ap4A 

zmniejsza  obj to  wen trzkapilarn  k buszka nerkowego (GIS) w 

stopniu zale nym od jego st enia w rodowisku zewn trznym i czasu 

inkubacji. Zmiany GIS wyst powa y równie  w obecno ci Ap3A i 

Ap5A i by y odwracalne w obecno ci antagonów receptorów P2 - 

suraminy oraz b kitu reaktywnego-2. Jednak e w do wiadczeniach 

tych, jak i w obecnie prezentowanej pracy, nie ustalono czy zmiany 

dynamiki naczy  nerkowych s  efektem dzia ania Ap4A per se, czy 

te  produktu jego hydrolizy - ATP. Wysoka aktywno  w k buszkach 

nerkowych ekto-enzymów hydrolizuj cych dinykleotydy adeninowe 

do naczynioaktywnych mononukleotydów wskazuje, e Ap4A 

pojawiaj cy si  w tej cz ci nefronu mo e by  ród em ATP. Z kolei 

ATP, jak wykaza y wcze niejsze badania, za po rednictwem 

receptorów P2X i P2Y - zlokalizowanych na komórkach kurczliwych 

k buszka – wywo uje skurcz, a za po rednictwem receptorów P2Y – 

zlokalizowanych na komórkach ródb onka – relaksacj  naczy  

kapilarnych k buszka [32]. Wydaje si  wi c mo liwe, e zmiany 

funkcji nerek szczura w czasie do ylnej infuzji Ap4A s  wywo ane, 

przynajmniej cz ciowo, przez ATP.  

Obserwowany spadek GFR w obecnie prezentowanych 

do wiadczeniach, szczególnie w tych z u yciem Ap4A i 2-MeSATP, 

mo e by  wynikiem uruchomienia mechanizmu ujemnego sprz enia 

kanalikowo-k buszkowego poprzez zwi kszony dowóz sodu do 

dalszych cz ci nefronu (Cin – CLi). Mechanizm ten, w warunkach 

zwi kszonego adunku sodu nap ywaj cego w okolice macula densa, 

stymuluje spadek GFR w pojedynczym nefronie. Postulowany jest 

pogl d, e mediatorem sprz enia zwrotnego jest adenozyna i jej 
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receptory A1 [61] i/lub ATP [46]. Jednak e zastosowanie w obecnych 

do wiadczeniach teofiliny - antagona receptorów adenozyny – nie 

mia o istotnego wp ywu na hamuj ce dzia anie Ap4A na filtracj . Z 

kolei suramina – antagon receptorów P2 ca kowicie blokowa a 

dzia anie Ap4A na funkcj  nerek, co potwierdza mo liwo  dzia ania 

Ap4A i/lub jego metabolitu – ATP za po rednictwem receptorów P2- 

na funkcj  k buszka nerkowego i kanalika.  

W do wiadczeniach, w których obni ono aktywno  uk adu 

wspó czulnego nerek, poprzez przeci cie nerwów nerkowych, 

obserwowano spadek GFR (ok. 20%; Ryc.11) i wzrost wydalania 

sodu z moczem (ok. 4-krotny; Ryc.15) w odniesieniu do grupy 

zwierz t, której wykonano zabieg pozorowany. Wyniki te 

potwierdzaj  fizjologiczn  odpowied  nerek, wyra on  

zahamowaniem reabsorpcji sodu, w warunkach obni onej aktywno ci 

wspó czulnej nerek i mog  by  traktowane jako potwierdzenie 

efektywno ci dokonanego zabiegu odnerwienia [17]. Nale y 

nadmieni , i  dla pe nego potwierdzenia efektywno ci odnerwienia 

nale a oby oznaczy  st enie noradrenaliny w nerce. Zastosowany w 

obecnej pracy model przewlek ego, obustronnego odnerwienia nerek 

pozwoli  zbada  odpowied  nerek na pobudzenie uk adu 

purynergicznego w sytuacji obni onej/zniesionej aktywno ci uk adu 

wspó czulnego. U ycie w tych do wiadczeniach swoistych agonów 

receptorów purynowych pozwoli o na analiz  udzia u receptorów P2X 

i P2Y w regulacji funkcji nerek. W pi miennictwie znajduje si  wiele 

doniesie , z których wynika, e odnerwienie mo e modyfikowa  

odpowied  naczy  na egzogenne neurotransmitery, czy te  hormony 

oraz czynniki o charakterze auto/parakrynym. Stwierdzono, e 

izolowane k buszki nerkowe – pochodz ce z farmakologicznie 

odnerwionych nerek – pod wp ywem noradrenaliny w wi kszym 
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stopniu akumuluj  inozytolo-trifosforan (IP3), ni  k buszki 

pochodz ce od szczurów normalnych [6]. Przewlek e odnerwienie 

nerki zmienia jej odpowied  na podawan  do kr enia noradrenalin  

[35]. W normalnych warunkach noradrenalina obkurcza naczynia 

krwiono ne nerek oraz stymuluje reabsorpcj  sodu, a dzia anie to jest 

nasilone w nerce z obni on /zniesion  podstawow  aktywno ci  

uk adu sympatycznego. Zwi kszona reaktywno  narz dów na 

noradrenalin  prawdopodobnie jest wynikiem zwi kszonej ekspresji 

synaptycznych receptorów dla noradrenaliny tj. receptorów 1 [17]. 

Odnerwienie nerek zwi ksza fosfaturyczny efekt dzia ania PTH na 

kanalik proksymalny [42]. Równie  odpowied  odnerwionych 

narz dów na dzia anie agonów receptorów purynowych by a 

przedmiotem bada , chocia  stosunkowo nielicznych. W 

do wiadczeniach na odnerwionej nerce wykazano, e aktywno  

reninowa osocza indukowana agonami receptorów adenozynowych A2 

jest mniejsza w warunkach odnerwienia [59]. Do wiadczenia te 

sugeruj , i  uwalnianie reniny pod wp ywem aktywacji receptorów A2 

jest wspomagane w obecno ci podstawowej aktywno ci sympatycznej 

nerek. Stymulacja receptorów adenozyny, A1 i A2 w nerkach, 

prowadzi do zmian w hemodynamice nerek oraz ich funkcji 

wydalniczej [13,47,77]. Wykazano, e aktywno  uk adu 

sympatycznego zmienia wra liwo  nerek na dzia anie agonów 

receptorów A1 i A2. Na modelu ostrego odnerwienia (40 minut po 

zabiegu przeci cia nerwów nerkowych) wykazano, e agon 

receptorów A2 tj. NECA w mniejszym stopniu hamuje wydalanie sodu 

ni  w nerce unerwionej. Takiego efektu nie zaobserwowano w 

odniesieniu do agona receptorów A1 tj. CCPA [54]. Z kolei w 

warunkach obni onej/zniesionej podstawowej aktywno ci uk adu 

sympatycznego w wyniku przewlek ego odnerwienia nerek (3-6 dni 
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po zabiegu), stwierdzono wzmo ony efekt dzia ania agona receptorów 

A1, co objawia o si  znacznie wi kszym spadkiem GFR, RBF i 

zwi kszon  reabsorpcj  sodu i potasu ni  u zwierz t normalnych [15]. 

Wyniki obecnie przeprowadzonych do wiadcze  wskazuj ,  

e odpowied  nerek na Ap4A i niemetabolizuj ce si  analogi ATP 

ulega równie  modyfikacji w sytuacji obni enia/zniesienia 

podstawowej aktywno ci uk adu symaptycznego nerek. W 

do wiadczeniach tych wykaza am, e przewlek e odnerwienie nerek 

powoduje, i  staj  si  one oporne na natriuretyczne dzia anie Ap4A i 

agona receptorów P2Y – 2-MeSATP. Podobn  natriuretyczn  

oporno  odnerwionej nerki opisano w stosunku do dopaminy [29].  

W warunkach fizjologicznych wielko  natriurezy jest regulowana w 

przewa aj cej mierze przez aktywno  Na+-K+-ATPazy 

zlokalizowanej w b onie podstawno-bocznej komórek kanalików 

(bli szych i dalszych). W mniejszym stopniu wielko  natriurezy jest 

zale na od aktywno ci transportu wymiennego jonu sodowego na jon 

wodorowy. Na+-K+-ATPaza jest fosfoprotein ; fosforylacja zmniejsza  

a defosforylacja zwi ksza jej aktywno . Istotnym czynnikiem 

fizjologicznym, który aktywuje Na+-K+-ATPaz  jest noradrenalina 

uwalniana z zako cze  nerwowych w nerkach. Poprzez aktywacj  

fosfatazy bia kowej zale nej od kalmoduliny, tj. kalcineuryny, 

dochodzi do defosforylacji Na+-K+-ATPazy albo innych bia ek, które 

wp ywaj  po rednio na aktywno  Na+-K+-ATPazy tj. fosfoproteiny 

regulowanej przez dopamin  i cykliczny AMP. Konsekwencj  

wzrostu aktywno ci Na+-K+-ATPazy jest zwi kszone wch anianie 

zwrotne jonów sodu oraz zwi zków transportowanych z jonami sodu 

np. fosforan, glukoza. St d te  obserwuje si  zmniejszon  natriurez  

pod wp ywem aktywacji uk adu sympatycznego nerek, a z drugiej 

strony zwi kszone wydalanie sodu z moczem w wyniku odnerwienia 
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nerki. Do innych czynników reguluj cych natriurez  nale y równie  

dopomina. Poprzez rodzin  receptorów (D1-5) rozmieszczonych 

wzd u  nefronu, sprz onych z bia kami G aktywuje ona kinaz  

bia kow  A (PKA) lub kinaz  bia kow  C (PKC), która z kolei 

aktywuje fosfolipaz  A2 (PLA2). Enzym ten zwi ksza metabolizm 

kwasu arachidonowego w cytochromie P-450 i powstanie 20-HETE. 

Zarówno PKA, jak i PKC oraz 20-HETE zwi kszaj  stopie  

ufosforylowania Na+-K+-ATPazy, co wiedzie do obni enia jej 

aktywno ci, a to z kolei do zmniejszonego wch aniania zwrotnego 

sodu [12]. W nerkach dopamina jest uwalniana z zako cze  

nerwowych. Produkowana jest równie  przez komórki kanalika 

bli szego i dlatego przewlek e odnerwienie nie wp ywa na jej st enie 

w p ynie pozakomórkowym nerek. Mo na wi c za o y , e  

w przewlek ym odnerwieniu, przy niedoborze noradrenaliny  

i prawid owym st eniu dopaminy, Na+-K+-ATPaza znajduje si  w 

stanie wzmo onej fosforylacji. Wydaje si , e dalsza fosforylacja 

indukowana przez inne czynniki nie jest mo liwa i dlatego te  pojawia 

si  oporno  odnerwionych nerek na natriuretyczne dzia anie 

endogennej dopaminy. Ap4A, podobnie jak dopomina, nie wywiera  

efektu natriuretycznego w nerce odnerwionej. U pod o a oporno ci 

nerek odnerwionych na dzia anie Ap4A, czy te  agona receptorów 

P2Y, mo e znajdowa  si  podobny mechanizm jaki opisano dla 

dopaminy. Obecne badania z zastosowaniem antagonów i agonów 

receptorów P2 sugeruj , e Ap4A wywo uje natriurez  za 

po rednictwem receptorów P2Y. Z bada  nad receptorami P2Y 

wynika, e Ap4A aktywuje receptory P2Y2 i P2Y11. Receptory P2Y2 

zlokalizowane s  przede wszystkim w kanaliku bli szym, natomiast 

receptory P2Y11 g ównie w kanaliku dalszym. Pobudzenie receptorów 

P2Y2 prowadzi do wzrostu aktywno ci PKC, natomiast w wyniku 
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pobudzenia receptorów P2Y11 wzrasta st enie cyklicznego AMP, co 

mo e sugerowa  zaanga owanie PKA. Mo na postawi  hipotez  

badawcz , e natriuretyczne dzia anie Ap4A jest zwi zane z aktywacj  

receptorów P2Y1 i P2Y11 i jest nast pstwem fosforylacji Na+-K+-

ATPazy przez PKA i PKC. Ocena stopnia fosforylacji Na+-K+-

ATPazy w poszczególnych odcinkach nefronów, a tak e  

zastosowanie swoistych antagonów receptorów P2 (P2Y2  

i P2Y11) pozwoli oby na potwierdzenie stawianej hipotezy.  

W pracy tej wykaza am równie , e w nerce odnerwionej  

w wi kszym stopniu ni  w nerce unerwionej ujawniaj  si  

naczyniowe i kanalikowe dzia ania agona receptorów P2X. 

Pobudzenie receptorów P2X zwi ksza wydalanie wody i sodu z 

moczem w wi kszym stopniu w nerce odnerwionej, ni  unerwionej. 

W do wiadczeniach na hodowanych komórkach kanalika dalszego 

wykazano, e agony receptorów P2X zmniejszaj  transport sodu do 

komórki [43], czego konsekwencj  w warunkach in vivo mo e by  

zwi kszona natriureza. Nasilenie natriuretycznego dzia ania  agona 

dla receptorów P2X w nerce przewlekle odnerwionej mo e wynika  

ze wzrostu ilo ci receptorów P2X w zako czeniach nerwowych, 

podobnie, jak to ma miejsce dla receptorów noradrenaliny. 

Zwi kszona reaktywno  kanalika nerkowego w sytuacji 

obni onego/zniesionego napi cia uk adu sympatycznego nerek 

wskazuje, e receptory P2X znajduj  si  pod tonicznym hamuj cym 

wp ywem uk adu nerwowego. Równie  w nerce odnerwionej 

dochodzi do odmiennej odpowiedzi systemu naczy  t tniczych nerki 

na pobudzenie receptorów P2X, czego konsekwencj  jest spadek 

GFR, jakiego nie obserwowano w nerce unerwionej. Obserwowany 

spadek GFR mo e by  wynikiem obkurczenia t tniczki 
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doprowadzaj cej, gdzie obok receptorów P2Y obecne s  receptory 

P2X.  

Z przeprowadzonych do wiadcze  wynika, e obni enie 

aktywno ci uk adu adrenergicznego, poprzez odnerwienie nerek,  

w zasadniczy sposób zmienia natriuretyczny i diuretyczny efekt 

dzia ania nukleotydów adeninowych na nerk . Obserwacje te 

wskazuj  na powi zanie systemu purynergicznego z aktywno ci  

uk adu adrenergicznego w nerkach. Poniewa  nerka odnerwiona 

stanowi model zbli ony do nerki przeszczepionej, dlatego te  

scharakteryzowanie mechanizmu wzajemnej relacji obu uk adów 

kontroluj cych hemodynamik  i transport sodu w kanalikach 

nerkowych przyczyni si  do lepszego zrozumienia fizjologii i 

biochemii nerki przeszczepionej – i wymaga dalszych bada .  
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7. WNIOSKI 

 

Do ylna infuzja Ap4A zmienia funkcj  nerek – wywo uje 

natriurez  i diurez  oraz hamuje tempo filtracji k ebuszkowej.  

W dzia anie to zaanga owane s  receptory P2, których aktywatorem 

mo e by  zarówno Ap4A, jak i produkt jego hydrolizy – ATP. 

Nukleotydy te za po rednictwem receptorów P2X i P2Y stymuluj  

natriurez , a za po rednictwem receptorów P2Y hamuj  pr dko  

filtracji k buszkowej. 
 

Obni ona – w wyniku odnerwienia nerek – aktywno  uk adu 

wspó czulnego czyni nerki niewra liwe na natriuretyczne dzia anie 

agonów receptorów P2Y, podczas gdy zwi ksza wra liwo  na 

dzia anie agonów receptorów P2X. Na tej podstawie wnioskujemy, e 

uk ad purynergiczny – szczególnie receptory P2X zlokalizowane w 

obr bie kanalików nerkowych – znajduj  si  pod hamuj cym 

wp ywem uk adu sympatycznego. Z kolei efekt aktywacji receptorów 

P2Y wyst puje przy wspó istnieniu podstawowej aktywno ci uk adu 

sympatycznego. 
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