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8-1zo-PGF2a — 8-izoprostaglandyna F2a (8-izoprostan)

ACE, ACEI - enzym konwertujacy angiotensyny (ang. Angiotensin-Converting Enzyme)
Ang | — angiotensyna I

Ang II — angiotensyna II

ATI1, ATIR — receptor typu 1 dla angiotensyny Il (ang. Angiotensin II Type 1 Receptor)
BH,4 — tetrahydrobiopteryna

BSA — albumina pozyskana z surowicy bydlecej (ang. Bovine Serum Albumine)

C — kora nerki (ang. Cortex)

CBF — korowy przeplyw krwi w nerce mierzony powierzchniowo (ang. Cortical Blood
Flow)

ELISA — test immunoenzymatyczny (ang. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

FITC — izotiocyjanian fluoresceiny

GFR — filtracja kiebuszkowa (ang. Glomerular Filtration Rate)

HE — barwienie hematoksylina-eozyna

HO-1 — oksygenaza hemowa 1 (ang. Heme Oxygenase)

HR — tetno (ang. Heart Rate)

HS — dieta wysokosodowa (ang. High Salt)

HS21 — dieta wysokosodowa o dtugosci 21 dni

HS10 — dieta wysokosodowa o dtugosci 10 dni

HS28 — dieta wysokosodowa o dlugosci 28 dni

IM — rdzen wewng¢trzny nerki (ang. Inner Medulla)

IMBF — wewnatrzrdzeniowy przeptyw krwi w nerce (ang. Inner Medullary Blood Flow)
IUK — indeks uszkodzenia klebuszkow

MBP — §rednie cisnienie krwi tetniczej (ang. Mean Blood Pressure)

MMP -  metaloproteinazy  macierzy  zewnatrzkomorkowej — (ang.  Matrix
Metalloproteinases)

NADPH - forma zredukowana fosforanu dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego
NGAL - neutrofilowa lipokalina towarzyszaca zelatynazie (ang. Neutrophil Gelatinase-
Associated Lipocalin)

NO — tlenek azotu
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NOS, eNOS, iNOS, nNOS - syntaza tlenku azotu: endotelialna, indukowana, neuronalna
(ang. Nitric Oxide Synthase — endothelial, induced, neuronal)

OM - rdzen zewnetrzny nerki (ang. OQuter Medulla)

OMBF — zewnatrzrdzeniowy przeptyw krwi w nerce (ang. Quter Medullary Blood Flow)
PBS — 56l fizjologiczna zbuforowana fosforanami (ang. Phosphate Buffered Saline)
PCNA — jadrowy antygen komorek proliferujacych (ang. Proliferative Cell Nuclear
Antigen)

PFA — paraformaldehyd

Pna — stezenie jonéw sodu w osoczu

Py — stezenie substancji x w osoczu (ang. Plasma)

PU — jednostki perfuzji (ang. Perfusion Unit)

RAAS — uktad renina-angiotensyna-aldosteron

RBF — catkowity przepltyw krwi przez nerke (ang. Renal Blood Flow)

ROS - reaktywne formy tlenu (ang. Reactive Oxygen Species)

SBP — skurczowe ci$nienie krwi tetniczej (ang. Systolic Blood Pressure)

SHR — szczury spontanicznie rozwijajace nadcisnienie (ang. Spontaneously Hypertensive
Rats)

SOD1, SOD2 — dysmutaza nadtlenkowa 1, 2 (ang. Superoxide Dismutase)

STD — dieta standardowa

sVEGFR1 — rozpuszczalny receptor typu 1 dla czynnika VEGF (ang. soluble VEGF
Receptor)

TGFp — transformujacy czynnik wzrostu typu B (ang. Transforming Growth Factor )
TIMP - tkankowy inhibitor metaloproteinaz (ang. Tissue Inhibitor of Matrix
Metalloproteinases)

UnaV — predkos¢ wydalania sodu

UosmV — predkos¢ wydalania substancji osmotycznie czynnych

Uy — stezenie substancji x w moczu (ang. Urea)

VCAM - czagsteczka adhezji komorek naczyniowych (ang. Vascular Cell Adhesion
Molecule)

VEGF-A — czynnik wzrostu $rédblonka naczyn typu A (ang. Vascular Endothelial
Growth Factor A)

VEGFR - receptor dla czynnika VEGF (ang. VEGF Receptor)
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Choroba nadci$nieniowa przyczynia si¢ do rozwoju wielu choréb ukladu sercowo-
naczyniowego, w tym udaru mozgu i zawatu serca. Istotnym sktadnikiem ryzyka rozwoju
nadcis$nienia tg¢tniczego jest wysokie spozycie sodu. Pomimo, ze zwigzek sodu
z ci$nieniem krwi jest znany od dawna, wysoki wspolczynnik zapadalno$ci i wysoka
$miertelno$¢ w grupie chordéb krazeniowych zobowigzuje do dalszych poszukiwan
podstawowych mechanizmow patologicznych. Bardzo wazng role w ksztalttowaniu
cisnienia krwi odgrywaja nerki, szczegodlnie narazone na uszkodzenia przy wysokiej
podazy sodu w diecie. Chociaz dane literaturowe przynosza wiele informacji na temat
czynnos$ci nerek oraz zmian ekspresji/ aktywnosci wielu czasteczek w procesach
sodozaleznego ksztaltowania ci$nienia krwi, nadal odczuwa si¢ brak badan laczacych
obserwacje czynno$ciowe z oznaczeniami konkretnych czynnikow biochemicznych.
Wiele z nich (VEGF-A, ang. Vascular Endothelial Growth Factor A; NO, tlenek azotu,
NGAL, ang. Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin; MMP2, MMP9, ang. Matrix
Metalloproteinase 2 1 9) dziala w przestrzeni pozakomorkowej wywierajac silny wptyw
na strukture tkanki czy funkcje komorek.

Cel niniejszej pracy wynikat z potrzeby kompleksowego spojrzenia na udziat
nerki w ksztattowaniu ci$nienia krwi w zalezno$ci od wysokiej podazy sodu w diecie
u szczurow o roznych predyspozycjach do rozwoju nadci$nienia. Podjeto probe
znalezienia czynnikOw biochemicznych w macierzy zewnatrzkomodrkowej, ktorych
obecno$¢ moglaby wigzac si¢ ze zmianami czynnosciowo-morfologicznymi w nerce.

Doswiadczenia zostaly przeprowadzone na szczurach stada Wistar (zwierzgta
normotensyjne) i szczepu SHR (ang. Spontaneously Hypertensive Rats, zwierzgta
z predyspozycjami do rozwoju nadci$nienia) karmionych pasza standardowa (STD,
0,25% Na, w/w) lub wysokosodowa (HS, 4% Na, w/w) przez 21 dni. W tym okresie
zwierzgtom regularnie mierzono cis$nienie skurczowe krwi (SBP) oraz oznaczano stezenie
jonéw Na® w osoczu. W doswiadczeniu ostrym, konczacym obserwacje chroniczne,
uspionym zwierzetom mierzono przepltywy krwi przez nerke (catkowity, RBF; korowy,
CBF; zewnatrzrdzeniowy, OMBF; wewnatrzrdzeniowy, IMBF) oraz wydalanie nerkowe
(diureza, wydalanie sodu i ogoélu substancji osmotycznie czynnych). Pobrane nerki
utrwalano w PFA 1 przeznaczano do barwienia (hematoksylina i eozyna) oraz znakowania

przeciwcialami (skierowanymi przeciwko PCNA, ang. Proliferative Cell Nuclear
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Antigen, i VEGF-A) lub utrwalano przez mrozenie w izopentanie schtodzonym ciektym
azotem 1 przeznaczano do oznaczenia aktywnosci zelatynolitycznej metoda zymografii
zelatynowej in situ. Pobrane osocze 1 mocz wykorzystano w analizie z uzyciem testow
ELISA, oznaczajac stezenia VEGF-A, NO, NGAL 1 8-1zo-PGF2a (8-izoprostaglandyny
F2a). Uszkodzenie nerek oceniano poprzez oznaczenie indeksu uszkodzenia ktebuszkow
(kora) oraz zmian liczebno$ci jader wraz ze stopniem ich wyznakowania przeciwko
PCNA (rdzen).

Skurczowe ci$nienie krwi w odpowiedzi na diet¢ wysokosodowg wzrastato
zarowno u szczuroOw Wistar, jak i SHR, jednak tylko u szczurow Wistar zmianie tej
towarzyszyl wzrost stezenia jondw sodu w osoczu. Mechanizmy wydalania sodu i wody
wydawaty si¢ dziala¢ prawidtowo, reagujac na wysoka podaz sodu w diecie natezonym
usuwaniem jonow sodowych w moczu. Wzrost ci$nienia krwi po 21 dniach diety byt
jednak wyzszy u szczuréw SHR, u ktorych kumulacja sodu w osoczu nie zachodzita.
Jednakze wzrost stezenia jonéw sodu w osoczu nie jest jedynag mozliwg droga
oddziatywania sodu na ci$nienie krwi; by¢ moze miala tu miejsce kumulacja
pozaosoczowa jonow sodowych, np. w plynie miedzykomérkowym. Z drugiej strony
zmiany zawartosci sodu nie musialy by¢ jedyng przyczyng zmian ci$nienia krwi tetnicze;.
U szczurow Wistar oraz u szczuroOw SHR, w odpowiedzi na diete wysokosodowa
obserwowano spadek stosunku ukrwienia rdzenia zewnetrznego do wewnetrznego, jednak
dochodzitlo do tego w nastepstwie zmiany innej cze$ci sktadowej: u szczuréw Wistar
w wyniku wzrostu IMBF, u szczuréw SHR w wyniku spadku OMBF. Zmianom
hemodynamicznym u szczuréw Wistar towarzyszyly zmiany w lokalizacji VEGF-A. O ile
wyznakowanie w obrebie rdzenia zewngtrznego (OM) pozostawato stale niezaleznie
od diety, ilos§¢ wyznakowanych struktur w rdzeniu wewnetrznym (IM) obnizala si¢
w miar¢ trwania diety wysokosodowej. Dodatkowo obserwowano réwniez zmniejszenie
liczebnosci komorek w obydwu warstwach rdzenia; w grupie Wistar STD byla wyrazna
r6znica w liczbie komoérek miedzy OM a IM, po diecie HS ubytek komorek w obydwu
warstwach prowadzit do zaniku tej r6znicy. Pomimo ograniczenia immunoreaktywnosci
VEGF-A w IM oraz spadku liczebnosci komorek w tej warstwie, przepltyw przez rdzen
wewnetrzny (IMBF) wzrastat. Z kolei zmiany w przeptywach rdzeniowych u szczurow
SHR zachodzilty réwnolegle ze zmianami liczebnosci komorek 1 aktywnosci
zelatynolitycznej: w rdzeniu zewngetrznym obserwowano zarOwno obnizenie przepltywu

krwi, jak 1 liczby komorek i aktywnosci zelatynolitycznej, podczas gdy wartosci te
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pozostawaly na stalym poziomie w rdzeniu wewng¢trznym. By¢ moze niska
immunoreaktywno$¢ VEGF-A w rdzeniu wewngtrznym jest czynnikiem przesadzajacym
o sktonnosci do rozwoju nadci$nienia; charakteryzuje ona bowiem szczury spontanicznie
nadcisnieniowe (SHR) w warunkach podstawowych, bez wzgledu na dietg, a u szczuréw
Wistar pojawia si¢ w odpowiedzi na wysoka podaz sodu, wraz ze zwigkszeniem stezenia
jondw sodowych w osoczu i1 podwyzszeniem warto$ci ci$nienia tetniczego krwi.
W osoczu szczurow Wistar, jak i SHR, obserwowano wzrost stezenia metabolitow NO
w odpowiedzi na diet¢ wysokosodowa, co sugeruje uruchomienie ogoélnoustrojowych
mechanizmoéw przeciwstawiajacych si¢ wzrostowi ci$nienia krwi oraz rosngcemu
stresowi oksydacyjnemu. W wydalaniu NGAL i metabolitow NO nie zaobserwowano
zadnych istotnych rdéznic, natomiast stezenie VEGF-A w moczu bylo dodatnio
skorelowane ze stopniem uszkodzenia klebuszkéw. Wyjsciowa  aktywnosc
zelatynolityczna w rdzeniu u szczurow SHR byla znacznie wyzsza niz u szczuroéw Wistar;
dodatkowo u jednych i u drugich szczuréw pojawiala si¢ w tym obszarze aktywnos¢
jadrowa, sugerujgca udziat MMP2 i/ lub MMP9 w transkrypcji gendw.

Wydaje si¢ wiec, ze kluczowe zmiany czynnosSciowe, jak i w lokalizacji/
aktywnosci wybranych substancji w nerce szczurow z wysoka podaza sodu w diecie
zachodza w obszarze rdzenia, strukturze uznawanej za kluczowa dla kontroli
ciSnienia krwi. Silna korelacja pomiedzy wydalaniem VEGF-A a uszkodzeniem
klebuszkéw daje nadzieje na przyszle zastosowanie w praktyce klinicznej tego

oznaczenia jako wskaznika stanu kl¢buszkow.

Abstract

Arterial hypertension contributes to the development of many diseases of the
cardiovascular system, including stroke and myocardial infarction. An important risk
factor for the onset and progression of hypertension is high sodium intake. Although the
association of body sodium with blood pressure has been known for a long time, a high
rate of morbidity and mortality in the group of cardiovascular diseases requires further
research into the basic pathogenetic mechanisms. The kidneys have a crucial role in the
maintenance and control of blood pressure, these organs are also particularly vulnerable
to damage by high sodium intake. Although the relevant literature still brings a great

amount of information on alterations of renal function and changes in the expression/
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activity of numerous active factors which seem to be involved in the process of salt-
dependent blood pressure elevation, the studies combining functional observations and
determination of specific biochemical factors are relatively few in number. On the other
hand, it is known that many of these factors (VEGF-A, Vascular Endothelial Growth
Factor A; NO, nitric oxide; NGAL, Neutrophil Gelatinase Associated Lipocalin; MMP2,
MMP9, Matrix Metalloproteinase 2 and 9) are active in the extracellular space and exert a
strong influence on tissue structure and function.

The purpose of this study ensued from a need for a comprehensive inspection of
the participation of the kidney in the development of salt-dependent blood pressure
elevation in rats that were not or were predisposed to the development of hypertension.
An attempt was made to determine which biochemical factors present in the extracellular
matrix may be associated with the functional and morphological changes in the kidney.

Experiments were conducted in normotensive Wistar rats and SHR
(Spontaneously Hypertensive Rats, animals genetically predisposed to develop
hypertension), males, fed standard (STD, 0.25% Na, w/w) or high salt diet (HS, 4% Na,
w/w) for 21 days. During this period, systolic blood pressure (SBP) and plasma
concentration of Na' ions were regularly measured. In the final acute experiment, total
renal blood flow (RBF), cortical (CBF), outer medullary (OMBF), inner medullary
(IMBF) blood flows, as well as renal excretion (diuresis, excretion of sodium and total
osmotically active substances) were measured. In another group of intact animals, the
kidneys were removed and fixed in PFA; slices were prepared for staining (hematoxylin
and eosin) or for antibody labeling (antibodies against PCNA, Proliferative Cell Nuclear
Antigen, and VEGF-A). Other kidneys were fixed in isopentane cooled with liquid
nitrogen and were used for determination of gelatinolytic activity measured by in situ
gelatin zymography. Plasma and urine samples were examined using ELISA test to
determine VEGF-A, NO, NGAL and 8-iso-PGF2a (8-isoprostaglandin F2a)
concentrations. Kidney damage was evaluated by glomerular damage index and changes
in the number of medullary nuclei positive for PCNA.

Systolic blood pressure during exposure to high salt diet increased in both Wistar
and SHR, but only in the former was this accompanied by increasing sodium ions
concentration in the plasma. Mechanisms of sodium and water excretion seemed to
operate correctly and adequately increased sodium excretion in response to high sodium

intake. The increase in blood pressure after 21 days of diet, however, was greater in SHR
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rats, in which the elevation of plasma sodium did not occur. However, the plasma sodium
concentration increase is not the only possible way of sodium influence on blood
pressure; the causal influence of sodium ions accumulated in the interstitial fluid could be
also possible. On the other hand, sodium need not be the only factor in arterial blood
pressure changes. In response to a high salt diet in both strains of rats a decline in the
outer-to-inner medullary blood flow ratio was observed, however, in a given strain a
change in a different component was responsible: in Wistar as a result of IMBF increase
whereas in SHR as a result of an OMBF decrease. Haemodynamic changes in Wistar rats
were accompanied by a local change in the expression of VEGF-A. While labeling of the
outer medulla (OM) remained constant, irrespective of the diet, the number of labeled
structures in inner medulla (IM) decreased. In addition, the reduction in the number of
cells in both layers of the medulla were observed; in the Wistar STD rats a distinct
difference in the number of cells between OM and IM was detected whereas HS diet
caused cell loss in both layers, leading to the disappearance of the difference. Despite the
limitations of VEGF-A immunoreactivity in the IM and the lowered number of the cells
in this layer, the intramedullary blood flow (IMBF) increased unexpectedly. On the other
hand, changes in the medullary blood flow in SHR occurred in parallel with those in the
number of cells and gelatinolytic activity: in the outer medulla a decrease in OMBF,
number of cells, and gelatinolytic activity was observed while these parameters remained
unaltered in the inner medulla. Perhaps the low VEGF-A immunoreactivity within inner
medulla (IM) is a factor determining the susceptibility to the hypertension; such feature
characterizes spontaneously hypertensive rats (SHR) irrespective of the diet, but in
contrast, in Wistar rats it occurs in response to high sodium intake, alongside with the
increasing plasma sodium concentration and an of blood pressure. In the plasma of both
strains of rats an increase in concentration of NO metabolites in response to high salt diet
was observed, suggesting initiation of systemic protective mechanisms against an increase
of blood pressure and oxidative stress. There were no significant differences in the
excretion of NGAL and NO metabolites, whereas VEGF-A concentration in the urine was
correlated with the degree of glomerular damage. The initial gelatinolytic activity in the
medulla of SHR was significantly higher than in Wistar rats; in addition, the activity
appeared in the nuclei, suggesting participation of MMP2 and/ or MMP9 in gene

transcription.



Abstract

The results suggest very strongly that in rats exposed to high salt diet both
the key functional changes and increased activity of selected substances occur in the
renal medulla, the region recognized as crucial for the control of blood pressure. A
strong correlation between VEGF-A excretion and glomerular damage is a finding
that promises future application of the former in clinical practice as an early

indicator of glomerular condition.
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Jednym z podstawowych warunkéw zachowania ogo6lnej homeostazy ustroju jest
utrzymanie bilansu elektrolitow, migdzy innymi jonéw sodowych Na', w plynach
ustrojowych, zarbwno w przestrzeni pozakomorkowej, jak 1 wewnatrz komorek. Wzrost
zawartoéci Na® w ptynach pozakomérkowych moze prowadzié do wzrostu tetniczego
ci$nienia krwi i moze by¢ przyczyna rozwoju sodozaleznego nadci$nienia tetniczego.
Podwyzszenie cisnienia krwi jest przejawem uruchomienia wielu krotko i dlugo
dziatajacych procesow prowadzacych do zachowania statej objetosci 1 sktadu ptynow
ustrojowych, a takze skutkuje uruchomieniem mechanizméw zapewniajacych optymalne
ukrwienie narzadoéw. Z drugiej strony wydaje si¢, ze wysokie stezenie sodu w plynach
ustrojowych moze prowadzi¢ w sposob bezposredni do zmian metabolicznych
1 morfologicznych poprzedzajacych rozwdj nadcisnienia.

W odpowiedzi na wzrost cis$nienia krwi w pierwszej kolejnosci dochodzi do
rozszerzenia naczyn i obnizenia catkowitego oporu naczyniowego na drodze neurogenne;.
Rozszerzenie naczyn wtosowatych prowadzi do wzrostu filtracji osocza do przestrzeni
pozanaczyniowej, powodujac zmniejszenie objetosci krwi krazacej kosztem zwigkszenia
objetosci pozostatej czesci przestrzeni zewnatrzkomorkowej. Nastepnie obniza si¢
uwalnianie reniny w nerkach, co prowadzi do ograniczenia produkcji naczyniokurczacej
angiotensyny II (Ang II), a w nastepstwie do zwigkszenia filtracji kiebuszkowej (GFR,
ang. Glomerular Filtration Rate) i zmniejszenia syntezy aldosteronu.

Jezeli czynnik prowokujacy wzrost ci$nienia krwi, np. wysokie st¢zenie sodu
w plynach ustrojowych, dziala w sposob przewlekly, to wymienione powyzej szybkie
reakcje ustroju sg niewystarczajace do przywrocenia prawidlowych wartosci ci$nienia
krwi 1, co wazniejsze, do utrzymania prawidtowego przeptywu krwi w narzadach.
W najdalszej perspektywie zmiany neurogenne, hormonalne i parakrynne prowadzi¢
mogg do trwatej przebudowy struktur uktadu krazenia. Szczegdlnie istotne w patogenezie
nadci$nienia tetniczego sa zmiany w tetniczych naczyniach oporowych. Ze wzgledu
na obecno$¢ warstwy migsniowej mogg one zmienia¢ swoje §wiatto w dos¢ znacznym
zakresie, a przez to wplywaé zaré6wno na przeptyw krwi w roznych obszarach
krazeniowych, jak i na ci$nienie krwi. To wilasnie zmiany w strukturze i plastycznos$ci
naczyn oporowych zwigzane z cyklicznie powracajagcym stresem psychicznym staly si¢

podstawg teorii neurogenno-naczyniowej etiologii nadci$nienia t¢tniczego sformutowane;j
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przez Folkowa [Folkow B i wsp., 1958a; Folkow B i wsp., 1958b]. Rownolegle do niej
funkcjonuje teoria identyfikujaca przyczyne choroby nadci$nieniowej w dysfunkcji nerek,
sformutowana przez Guytona [Guyton AC i wsp., 1972]. Kluczowe znaczenie
patogenetyczne przypisuje si¢ tu zjawisku diurezy 1 natriurezy z nadci$nienia
(ang. pressure diuresis, pressure natriuresis), czyli zwickszenia tempa wydalania wody
i sodu w wyniku podwyzszenia ci$nienia krwi. W ten sposob, kosztem podwyzszenia
cisnienia krwi, zachowana zostaje homeostaza ptyndw ustrojowych. Obie teorie
uzupeltniajg si¢ nawzajem 1 stanowig obecnie podstawe zrozumienia proceséw regulacji
tetniczego ci$nienia krwi.

Zaburzenia wspomnianych wcze$niej procesdw utrzymujacych optymalne
cisnienie krwi moga prowadzi¢ do rozwoju nadci$nienia te¢tniczego. Choroba ta
najczesciej wystepuje w postaci tzw. nadci$nienia pierwotnego (samoistnego),
tzn. nieposiadajagcego zadnej uchwytnej przyczyny, ktéra moglaby zosta¢ usunigta
interwencja medyczng. Takie nadci$nienie moze by¢ wynikiem czynnikow genetycznych,
srodowiskowych lub kombinacjg obydwu tych kategorii. W zdecydowanej mniejszosci
znajduja si¢ przypadki uznane za tzw. nadci$nienie wtdrne, a wiec nadcisnienie tetnicze
o znanej etiologii. Moze by¢ one spowodowane zaburzeniami neurologicznymi,
hormonalnymi (zwlaszcza w przypadku zmian nowotworowych w obrgbie gruczotow
dokrewnych), a takze wigzal si¢ z trybem zycia (reakcje stresowe, dieta z duza
zawartos$cig soli), czy odmiennymi stanami fizjologicznymi (menopauza, cigza). Jednakze
w wigkszosci przypadkow nadci$nienie wtorne jest zwigzane z réznymi schorzeniami
nerek: m. in. patologicznym zwezeniem tetnicy nerkowej, zaburzeniami wydzielania
reniny, czy tez ostrg badz przewlekla niewydolnoscig nerek, niekiedy towarzyszaca
innym schorzeniom (cukrzycy, kamicy nerkowej). To wlasnie nerki sg narzadem
odpowiedzialnym za utrzymanie prawidtowego bilansu jonow i ich stgzenia w osoczu
w waskich fizjologicznych granicach. Regulacja zawartos$ci elektrolitow i wody przez ten
narzad zapewnia stala objeto§¢  plyndw  ustrojowych, szczegélnie ptynu
pozakomorkowego 1 krwi obwodowej, co jest jednym z istotnych warunkow

prawidtowego cisnienia tetniczego.
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1.1. Rola nerki w utrzymaniu homeostazy plynow ustrojowych i

ksztaltowaniu tetniczego cisSnienia krwi

1.1.1. Nefron jako podstawowa jednostka funkcjonalna nerki

Regulacja objetosci plynow ustrojowych i1 krwi poprzez usuwanie z osocza
nadmiaru jonéw oraz wody jest wynikiem procesoOw zachodzacych w podstawowej
jednostce strukturalnej nerki — nefronie. Wyrdzni¢ mozna w nim dwa podstawowe
elementy strukturalno-funkcjonalne; pierwszy z nich to kigbuszek, w ktérym zachodzi
proces filtracji osocza, a drugi to kanalik nefronu, gdzie w wyniku zachodzacych
proceséw transportowych nastepuje zmiana sktadu przesgczu kigbuszkowego — czegs¢
substancji zostaje odzyskana, a zwigzki zbedne dla organizmu, badZz wystepujace
w nadmiarze, usuwane sg w postaci moczu ostatecznego.

Strukturom nefronu nieodtgcznie towarzysza naczynia krwionosne. Tetniczka
doprowadzajaca klebuszka rozdziela si¢ na sie¢ naczyn wtosowatych, ktore opuszczajac
kigbuszek 1lacza si¢ w tetniczke odprowadzajaca. Krew nig plynaca jest silnie
zageszczona, jest to wynik oddania (filtracji) w obrebie ktebuszka znacznej czgsci wody
oraz substancji zdolnych do przekroczenia bariery btony filtracyjnej, co jest zalezne
od ksztaltu, tadunku i wielkosci czasteczek, przy jednoczesnym pozostaniu w osoczu krwi
niemal wszystkich bialek. Hipertoniczno$¢ takiej krwi jest istotna w procesie formowania
moczu ostatecznego, bowiem tetniczka odprowadzajaca ponownie rozdziela si¢ na sie¢
drobnych naczyn oplatajacych kanaliki, stwarzajagc w ten sposob sprzyjajace warunki
do resorpcji wody oraz substancji, jakie sg odzyskiwane z przesgczu w zalezno$ci
od potrzeb, tj. w ilosciach pozwalajacych na utrzymanie réwnowagi wodno-elektrolitowej
ustroju.

W czes$ci kanalikowej nefronu wyrdzniamy kilka odcinkow rdznigcych sie
budowag morfologiczng oraz rodzajem 1 intensywnos$cig procesOw transportowych:
kanalik blizszy (proksymalny, I rzedu), petle nefronu i kanalik dalszy (dystalny, II rzedu).
Klasyczny podziat kanalika blizszego rozréznia w nim czg¢$¢ kreta 1 prosta, choé
pbézniejsze badania biochemiczno-strukturalne pozwolily na wyrdznienie w nim trzech
rejondw: S1 (w catosci krety), S2 (na pograniczu kretego i1 prostego) 1 S3 (w catosci
prosty). Petla nefronu sktada si¢ z kolei z dwoch ramion: zstepujacego 1 wstepujacego,
sktadajacych si¢ z odcinka grubego i cienkiego. Znajdujacy si¢ za nig kanalik dalszy

uchodzi do kanalika zbiorczego wyprowadzajacego mocz do miedniczki nerkowe;.
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W kanaliku blizszym zachodzi proces resorpcji (tzw. obowigzkowej) okoto 2/3 przesaczu;
takie zmniejszenie objetosci pozwala na wybidrcze odzyskiwanie (resorpcje
fakultatywng) poszczegolnych sktadnikow przesaczu w dalszych odcinkach kanalika,
gtownie w grubym ramieniu wstepujacym petli nefronu. Intensywno$¢ procesow
aktywnego 1 biernego transportu, resorpcji obowigzkowej i dodatkowej (fakultatywne;),
a takze czynnego wydalania wielu substancji do $wiatta kanalika sprawia, ze rézne jego
odcinki maja rézne zapotrzebowanie energetyczne. Najwigksza liczba mitochondriow
wystepuje w komorkach kanalika blizszego nefronu, a takze w ramieniu wstepujagcym
petli nefronu: stanowia one 33% objetosci komoérek odcinka S1, 39% objetosci komorek
odcinka S2 1 22% objetosci komorek odcinka S3, natomiast w rdzeniowym i korowym
fragmencie grubego odcinka ramienia wstgpujacego petli ich objeto$¢ sigga 30-44%
objetosci komodrek [Pfaller W 1 Rittinger M, 1980]. Roznice w poziomie metabolizmu
komorek kanalikowych przejawiaja si¢ rowniez brakiem tlenowej i beztlenowej glikolizy
w odcinku S1 kanalika blizszego (jego komorki pozyskuja energi¢ gtéwnie z glutaminy
1 mleczanu) [Klein KL i wsp., 1981; Uchida S i Endou H, 1988], co usuwa wazny
mechanizm ochrony komoérkowego ATP 1 przezywalnos$ci komoérek kanalikéw podczas
uszkodzenia ich struktury [Venkatachalam MA i wsp., 1988]. W takich przypadkach
przezywalno$¢ komorek grubego odcinka ramienia wstepujacego petli 1 kanalika dalszego
jest znacznie wyzsza, bowiem dysponuja one dobrze rozwini¢tymi szlakami
glikolitycznymi [Klein KL i wsp., 1981; Bagnasco S i wsp., 1985; Bastin J i wsp., 1987;
Uchida S i Endou H, 1988]. Glikoliza zachodzi w odcinku S3 kanalika blizszego, jednak
w znacznie bardziej ograniczonym stopniu niz w grubym odcinku ramienia wstgpujacego
petli 1 kanaliku dalszym; odpowiedzialna jest za utrzymanie stabilnego poziomu ATP
w sytuacji zaburzen pracy mitochondriow [Uchida S 1 Endou H, 1988; Ruegg CE
1 Mandel LJ, 1990]. W ten sposob kanaliki blizsze staja si¢ najbardziej wrazliwym
cna uszkodzenia odcinkami kanalika nefronu, a ich martwica bywa cz¢sto pierwszym

skutkiem niedokrwienia nerki czy dziatania substancji toksycznych.

1.1.2. Zréznicowanie strukturalne i funkcjonalne nerki szczura

W obrebie nerki szczura mozna wyrdzni¢ trzy warstwy: zewnetrzng
(powierzchniowa) 1 stanowigcg wigkszo$¢ masy nerki kore, w ktorej znajduja si¢
ktgbuszki, a takze kanaliki krete: blizsze (proksymalne) i dalsze (dystalne) oraz dwie

potozone glebiej warstwy rdzeniowe: zewnetrzng 1 wewnetrzng. W rdzeniu zewnetrznym
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zakrecajg krotsze petle nefronow, ktorych kigbuszki potozone sa blizej powierzchni nerki.
Tutaj znajduja si¢ rowniez grube odcinki ramion wstgpujacych petli nefronow — odcinki
kluczowe w energochtonnych procesach resorpcji sodu stanowigcych podstawe
zageszezania moczu. W rdzeniu wewnetrznym zakrecaja cienkie odcinki dhugich petli
nefrondw nalezacych do nefronéw przyrdzeniowych. Rdzen wewngtrzny tworzy
brodawke nerkowa otoczong miedniczka nerkowa zbierajaca mocz, ktory dalej uchodzi
do moczowodu. Taki plan budowy nerki odbiega od struktury anatomicznej nerki
ludzkiej, gdzie rdzen zewngtrzny tworzg stupy rdzeniowe wpuszczone w struktury kory,
a rdzen wewnetrzny tworzy nie jedna, a kilka brodawek nerkowych.

Otoczenie kanalikowych i naczyniowych struktur nerkowych stanowi $rédmigzsz
(interstitium), ktory aktywnie uczestniczy w procesach wymiany skladnikow miedzy
moczem pierwotnym (kanalikowym) a osoczem. Architektura unaczynienia nerki jest
bardzo ztozona, a intensywno$¢ ukrwienia zalezy od warstwy: najwyzsze jest w korze,
nizsze w rdzeniu zewng¢trznym i najnizsze w rdzeniu wewnetrznym. Gradient ukrwienia
przektada si¢ na gradient parcjalnego cis$nienia tlenu (PO;) w nerce: w korze miesci si¢ on
w granicach 40-50 mmHg, w rdzeniu zewngtrznym jest to 20-30 mmHg, podczas gdy
w rdzeniu wewngtrznym zaledwie 10-15 mmHg [Brezis M i wsp., 1994], co stwarza
warunki swego rodzaju fizjologicznej hipoksji, do ktorej wiele systemow
wewnatrznerkowych jest Swietnie zaadaptowana poprzez modulacje hipoksyjnych $Sciezek
sygnatowych regulujacych ekspresje erytropoetyny [Prchal JT i Pastore YD, 2004]
lub enzymow oksydacyjnych [Zhan CD i wsp., 2004]. Jednakze glebsze obszary nerki —
rdzen zewnetrzny, lecz szczegdlnie wewngtrzny — s3 obszarem wysoce wrazliwym
na niedokrwienie, szczeg6lnie w sytuacji nasilenia procesOw transportowych. Badania
przeprowadzone w Zaktadzie Fizjologii Nerek 1 Plynow Ustrojowych IMDiK PAN
pokazaly, ze w =zaleznosci od czasu spozywania przez szczury diety o wysokiej
zawarto$ci sodu (co prowadzi do nasilenia proceséw transportu kanalikowego) nastepuje
stopniowe obnizenie stosunku przeplywoéw krwi przez dwie warstwy rdzenia
(prawidtowo: przeptyw przez rdzen zewnetrzny, OMBF > przeplyw przez rdzen
wewnetrzny, IMBF), az do jego odwrdcenia (OMBF < IMBF) [dane niepublikowane].
Interesujagce wigc byloby ustalenie, czy obnizona perfuzja (ukrwienie) rdzenia
zewnetrznego — obszaru, w ktorym przebiegaja intensywne procesy transportu
kanalikowego — ma swoje odzwierciedlenie w zmianach strukturalnych w tym obszarze.

Interesujgce byloby réwniez okreslenie czy 1 w jakim stopniu zmiany OMBF mogtyby
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wplywa¢ na warto$ci ci$nienia t¢tniczego krwi. Przy pozytywnym wyniku takich badan
warto byloby si¢ zastanowi¢, czy takie zmiany zalezg (a jesli tak, to w jakim stopniu)
od wybranych czynnikow odpowiedzialnych za przemodelowanie tkanki, a aktywnych
W przestrzeni macierzy zewnatrzkomorkowe;.

Znaczna czgsto$¢ wystepowania schorzen wyniktych z uszkodzen struktur nerki
pociaga za sobg konieczno$¢ poszukiwania wrazliwych i1 specyficznych wskaznikow
zmian patologicznych, wskazujacych na rodzaj procesu oraz jego umiejscowienie
w zroznicowanych strukturach tego narzadu. Stosowane dzi§ w klinice oznaczanie
klirensu kreatyniny (miara tempa filtracji kigbuszkowej — GFR) oraz wydalania w moczu
albuminy (normoalbuminuria w stanie fizjologicznym, mikro- i makroalbuminuria w
stanach patologicznych) coraz czesciej nie spetnia oczekiwan diagnostykow ze wzgledu
na niespecyficzno$¢, matg wrazliwo$¢ oraz niemozno$¢ wykrycia wczesnych stadiow
chorobowych. Dlatego tez usilnie poszukuje si¢ nowych substancji wskaznikowych,
wystepujacych przede wszystkim w moczu (pozyskiwanym znacznie tatwiej niz probki
krwi czy tkanki z biopsji), ktoére bylyby wysoce specyficzne dla danych struktur
(ktebuszkow, roznych odcinkéw kanalika) 1 dla proceséw prowadzacych do uszkodzenia

narzadu (niewydolno$¢ ostra lub chroniczna, niedokrwienna lub toksyczna itp.).

1.2. Udzial jonéw Na" w ksztaltowaniu ci$nienia krwi (Ryc. 1)

W warunkach fizjologicznych stezenie jondw sodu w plynach ustrojowych
utrzymywane jest w $cisle okreslonych granicach (135-150 mM). Wzrost podazy sodu
w diecie moze prowadzi¢ do zwigkszenia jego stezenia w plynach pozakomorkowych,
w tym w osoczu, co moze wigzac si¢ ze zwickszeniem objetosci krwi. Wzrost objgtosci
krwi moze prowadzi¢ do wzrostu cis$nienia t¢tniczego, co zgodnie z teorig Guytona
[Guyton AC i wsp., 1972] wyzwala nerkowy mechanizm diurezy (wydalania wody)
1 natriurezy (wydalania sodu) z nadci$nienia. Diugotrwate zwigkszenie podazy sodu
w diecie prowadzi w efekcie do nasilenia procesow transportu kanalikowego, a wigc
procesdOw wysoce energochtonnych. Obnizona w ten sposob dostepnos¢ tlenu w tkance
(PO;) moze prowadzi¢ do wielu zaburzen metabolicznych, czego nastgpstwem moze by¢

uszkodzenie struktury i uposledzenie funkcji kanalikow.
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Ryec. 1. Stezenie jonow sodu w osoczu a zmiany w Srodblonku i mi¢sniowce naczyn.
Kolor strzalek wskazuje na rodzaj oddziatywania (zielone — pobudzanie, czerwone —
hamowanie). Strzatki dochodzace do pdl niebieskich oznaczaja wptyw na transkrypcje,
do pol zottych — wptyw na aktywno$¢. Pn, — stezenie jondw sodu w osoczu;
Ang II — angiotensyna II; RAAS — wuklad renina-angiotensyna-aldosteron;
ATIR — receptor 1 dla angiotensyny II; TGFB — transformujacy czynnik wzrostu f3;
P — stezenie interleukiny 6 w osoczu; ROS — reaktywne formy tlenu; NO — tlenek
azotu.
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Zwickszone stezenie jonéw Na' prowadzi réwniez do zmian czynno$ciowych
i/ lub strukturalnych w naczyniach krwiono$nych; postuluje si¢, ze w $rédbtonku naczyn
rozwija si¢ przewlekty stan zapalny o niskim natezeniu [Moriguchi Y i wsp., 2011].
Bez watpienia wysokie ci$nienie krwi jest réwniez mechanicznym bodzcem zdolnym
do bezposredniego uszkodzenia naczyn, a w dalszej perspektywie do reorganizacji ich
struktur ze zwtoknieniem i zesztywnieniem $cian. Wzrost st¢zenia jondw sodu w osoczu
(Pna) 0 15 mM indukuje znaczne zmiany w tetnicach 1 podnosi ci$nienie krwi w ciggu
kilku godzin [Friedman SM i wsp., 1990]. Wzrost stezenia sodu w osoczu pocigga za sobg
wzrost stezenia tego jonu wewnatrz komorek, w tym i komoérek migsniowki gladkiej
naczyn krwiono$nych. Zmiana ta generuje wzrost stezenia wolnych jondéw Ca,
co wywotuje zwigkszenie napi¢cia migsniowki [Bevan JA, 1993].

Wzrostowi Py, towarzyszy réwniez zwigkszona lub obnizona reaktywno$¢ naczyn
na czynniki naczyniokurczace i naczyniorozszerzajace. Jednym z kluczowych uktadow
sterujacych ustrojowym cisnieniem krwi jest uklad renina-angiotensyna-aldosteron
(RAAS). Produkowana przez nerki renina przeksztalca uwalniany z watroby
angiotensynogen (prekursor angiotensyn) w angiotensyne I (Ang I), gldéwnie w krazeniu
ptucnym. Ang I moze by¢ przeksztalcona przez enzymy konwertujace angiotensyng
(ACE, ACEIl, ang. Angiotensin-Converting Enzyme) w angiotensyn¢ Il (Ang II),
najwazniejszg ze wszystkich angiotensyn. Wzmacnia ona wydzielanie z kory nadnerczy
aldosteronu, hormonu nasilajacego resorpcje soli i wody w kanalikach nerkowych. Uktad
RAAS jest wigc ukladem ogolnoustrojowym, ktérego kluczowe procesy przebiegaja
w osoczu krwi.

Reakcja naczyn na angiotensyn¢ II (Ang II), zwigzek o silnym dziataniu
naczyniokurczacym, jest w duzej mierze zalezna od podazy sodu w diecie: przy wzroscie
Pna obserwuje si¢ spadek ekspresji reniny, ro$nie za to ekspresja zarOwno enzymu
konwertujacego angiotensyny (ACE), jak i receptorow AT1 (ATIR, ang. Angiotensin II
Type 1 Receptor), przez ktore Ang Il przekazuje sygnal naczyniokurczacy [Nickenig G
i wsp., 1998; Samuel P i wsp., 2012]. W ten sposob zwigksza si¢ tempo powstawania Ang
I z Ang I, jednakze produkcja Ang I jest ograniczona. Prowadzi to do wyciszenia
ogoblnoustrojowego (osoczowego) RAAS. Skutkiem takiej sytuacji jest wzmocnienie
lokalnych tkankowych uktadow RAAS, m. in. w $cianach naczyn krwiono$nych, bowiem
wiele komoérek wchodzacych w sktad ich $cian zdolnych jest do syntezy elementow

RAAS. Sugeruje si¢, ze takie lokalne tkankowe uktady obecne w $cianach naczyn moga
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odgrywaé wigksza rolg w biologii naczyn niz substancje krazace ogoélnoustrojowo;
zmiany w strukturze naczyn spowodowane wzmozong aktywno$cig takich uktadow
odpowiedzialne sg bowiem za dlugotrwate i trudne do odwrdcenia zmiany lokalnego
przeptywu krwi. Roéwniez komorki struktur nerkowych innych niz aparat
przyktebuszkowy, np. komorki kanalikowe, zdolne sa do syntezy elementéw uktadu
RAAS [Navar LG i wsp., 2011a; Navar LG i wsp., 2011b]. Taki wewnatrzkomdrkowy
parakrynny uktad RAAS moze zawiera¢ dodatkowe elementy, ujawniajace si¢ gtownie
w stanach patologicznych. Wydaje si¢, ze lokalne oddziatywania wewnatrzkomorkowych
uktadow RAAS moga mie¢ wptyw na krazenie ogdlnoustrojowe.

Warto zwroci¢ uwage, ze angiotensyna Il jest roOwniez znanym czynnikiem
mitogennym dla komorek mie$nidwki naczyn [Xu X i wsp., 2007]. Przy zwigkszeniu
dostgpnosci  jondw sodowych obserwuje si¢ roéwniez wzrost produkcji TGFpB
(transformujacy czynnik wzrostu ) — cytokiny sprzyjajacej kumulacji macierzy
zewnatrzkomorkowej [Gu JW i wsp., 2000] — ktorej uwalnianie z nieaktywnych
kompleksow moze by¢ zalezne od Ang II [Gibbons i wsp., 1992]. Zwigkszenie stezenia
Ang II prowadzi takze do zwigkszenia produkcji wolnych rodnikow tlenowych, ktore
neutralizowane s3 przez tlenek azotu (NO), znang substancj¢ naczyniorozszerzajaca
[Zhou MS i wsp., 2003]. Dodatkowo enzym konwertujacy angiotensyny, ktérego
ekspresj¢ nasila wysokie spozycie sodu, zdolny jest do przeksztatcania
naczyniorozszerzajgcej bradykininy w nieaktywng pochodng [Carey RM 1 Siragy HM,
2003]. W ten sposob dochodzi do ostabienia sygnatu do rozszerzenia naczyn.

Zwiekszenie stezenia jondow Na' w osoczu owocuje wigc wieloaspektowymi
zmianami w plastycznosci naczyn. Z jednej strony sod przez bezposrednie powigzania
z wewnatrzkomoérkowym stezeniem jonéw wapnia wywotuje skurcz migsnidowki naczyn;
reakcja ta jest poglebiona przez zwigkszenie dostepnosci biologicznej Ang II oraz ATI1R.
Z drugiej strony zwigkszenie ekspresji ACE prowadzi do zmniejszenia dostgpnosci
naczyniorozszerzajagcych NO 1 bradykininy. Przej$ciowy skurcz naczyn moze zosta¢
utrwalony przez TGFp, ktéry sprzyjajac kumulacji macierzy zewnatrzkomorkowej moze
trwale ograniczy¢ $wiatlo naczynia. Zmiany w naczyniach nie sg jedynymi, jakie
wystapi¢ moga w nastepstwie zwigkszenia spozycia soli, pokazuja jednak jak wiele

proceséw zaangazowanych jest w rozwdj sodozaleznego nadcis$nienia t¢tniczego.
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1.3. Przyczyny i zjawiska towarzyszace rozwojowi sodozaleznego
nadciSnienia tetniczego

Wysokie spozycie sodu moze prowadzi¢ do wzrostu ci$nienia krwi tgtniczej
u niektorych osob i zwierzat, a takze do nasilenia transportu kanalikowego, zjawiska
wigzacego si¢ z wieloma wysokoenergetycznymi procesami zwigkszajacymi
zapotrzebowanie tkanki na tlen. Nalezy zwrdci¢ uwage, ze rézne procesy nastawione
na usuwanie z ustroju nadmiaru sodu pozostajg w Scistym zwigzku ze sobg, a takze moga
réwniez indukowaé¢ dodatkowe zjawiska i procesy, takie jak:

a. pojawienie si¢ lokalnych stanéw hipoksyjnych [Laakso J i wsp., 1998;
Escobales N 1 Crespo MJ, 2005],

b. przebudowe struktur morfologicznych, zwigzang z przerostem (hipertrofig)
i/ lub rozplemem (hiperplazja) komoérek, czy tez kumulacja wlokien macierzy
zewnatrzkomorkowej [Simon G i wsp., 1998; Flamant M. i wsp., 2007],

¢. rozwinigcie lokalnych standw zapalnych o niskim natgzeniu, w tym

1 chronicznego stanu zapalnego srodbtonka [Roson M i wsp., 2006].

Procesy te moga powodowa¢ zmiany w obrazie morfologicznym tkanki, a ich
rozwojowi towarzyszg zmiany poziomu ekspresji, lokalizacji 1 aktywnosci wielu
zwigzkow, zaangazowanych w:

— przeciwdzialanie hipoksji (VEGF-A — czynnik wzrostu §rédbtonka naczyn typu
A; NF«kP — czynnik jadrowy «f; HIF-1 — czynnik indukowany hipoksja 1; MMPI,
2, 9 — metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomoérkowej 1, 2, 9; TGFa, TGFp —
transformujacy czynnik wzrostu a, B; FABP1 — biatko wiagzace kwasy tluszczowe
1; NOS — syntazy tlenku azotu) [Dor Y i wsp., 2001; Yamamoto T i wsp., 2007],

— rozwdj stanu zapalnego (MMP9, TIMP1 — tkankowy inhibitor metaloproteinaz
macierzy zewnatrzkomorkowej 1; TNFa — czynnik nekrozy nowotworow o
VCAM - czasteczka adhezji komorek naczyniowych; PGE, — prostaglandyna E;;
NOS), [Gad MZ i Khattab M, 2000; Manicone AM i McGuire JK, 2008],

— przebudowe macierzy zewnatrzkomorkowej (MMP, lamininy, integryny,

czynniki wzrostu) [Flamant M i wsp., 2007].
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Powyzsza lista nie wyczerpuje wszystkich czynnikow, jakie moga sktadaé sie¢
na biochemiczny obraz zmian zachodzacych w strukturach naczyn krwiono$nych,
struktur nefronu oraz §rédmigzszu nerki w trakcie rozwoju nadci$nienia sodozaleznego,
jednak warto zauwazy¢, ze niektore z nich sg specyficzne dla okreslonych zjawisk
1 proceséw patologicznych (np. VEGF-A dla hipoksji i zwigzanej z nig angiogenezy).
Warto bytoby wigc zbada¢ je pod katem uzytecznos$ci jako nowych wskaznikoéw zmian
zachodzacych w nerce w sytuacji rozwoju tego typu nadcisnienia. Z drugiej strony, inne
zwigzki (np. MMP9) wydaja si¢ bra¢ udzial we wszystkich wymienionych procesach,
dlatego tez analiza zmian ich stezen/ aktywno$ci moze zblizy¢ nas do ustalenia, ktore
z czynnikOw zaangazowanych w procesy toczace si¢ w nerce w nastepstwie dhugotrwale;j
zwiekszonej podazy sodu majg najwigksze znaczenie. Jeszcze inng kwestig jest do dzi$
nieustalona kolejno$¢ obserwowanych zdarzen, a szczegoélnie — ktore z wymienionych

procesow sa przyczyna, a ktore skutkiem rozwijajacej si¢ choroby nadci$nieniowe;.

1.4. Wybrane zwiazki dzialajace w macierzy zewnatrzkomorkowej
w procesach towarzyszacych rozwojowi sodozaleznego nadciSnienia
tetniczego

Wsrod wymienionych wyzej zwigzkéw pokazng grupe stanowia czasteczki
dzialajace w macierzy zewnatrzkomorkowej. Na podstawie ich funkcji podzieli¢ je mozna

na grupy: czasteczki sygnatowe (VEGF-A, NO), czasteczki transportowe (NGAL)
oraz biatka enzymatyczne (MMP2, MMP?9).

1.4.1. Czynnik wzrostu $Srodblonka naczyn typu A (VEGF-A; Ryc. 2)

Czynniki wzrostu $rodblonka naczyn (VEGF) to rodzina biatek sterujacych
rozwojem naczyh krwiono$nych i limfatycznych. W jej obrebie wyrdzniono siedem
podtypdw, szes¢ nazywanych kolejnymi literami alfabetu, od VEGF-A do VEGF-F oraz
PI-VEGF (VEGF tozyskowy). Kazdy z nich wykazuje specyficzne dzialanie, najlepiej
poznane dla VEGF-A (gtéwnego czynnika proangiogennego [Carmeliet P i wsp., 1996))
i VEGF-C (gléwnego czynnika prolimfangiogennego [Cao R i wsp., 2012]).
Ze wszystkich cztonkéw rodziny najwicksza ekspresja, a co za tym idzie takze
najpowszechniejszym wystepowaniem wyroznia si¢ VEGF-A. U cztowieka wystepuje on

w sze$ciu izoformach, bedacych wynikiem alternatywnego sktadania genu (splicingu),
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a ich numeracja wywodzi si¢ od liczby budujacych je aminokwaséw. Najlepiej poznane,
a zarazem najbardziej proangiogenne sg izoformy VEGF;,; i VEGF 45, z czego najwiecej
danych literaturowych dotyczy tej drugiej. VEGF¢s, najpowszechniej wystepujaca
izoforma ze wszystkich wariantow VEGF-A, w wigkszo$ci zwigzany jest ze strukturami
macierzy zewnatrzkomorkowej lub powierzchnig komoérki i w razie potrzeby uwalniany
jest za posrednictwem MMP9 [Raffetto JD i Khalil RA, 2008].

Warto podkresli¢, ze z uwagi na fakt, iz zdecydowana wiekszo$¢ badan dotyczy
roli VEGF-A, natomiast badania dotyczace pozostatych czynnikéw wzrostu $rodblonka
naczyn sg nieliczne, a takze w zwigzku z przewazajaca ekspresja izoformy VEGF-A nad
pozostalymi, bardzo czg¢sto w literaturze okresla si¢ go po prostu jako VEGF. Moze to
powodowa¢ pewne problemy w interpretacji wynikéw takich prac, jednak jesli ich
tematem jest angiogeneza $mialo mozna przyjaé, ze pod uzywanym w nich terminem
VEGF kryje si¢ VEGF-A. By unikna¢ tych watpliwosci, w niniejszej pracy uproszczenie
takie nie bedzie stosowane.

Receptory dla VEGF. Biatka z rodziny VEGF oddziatujg z trzema klasami receptorow
btonowych — VEGFRI1 (Fltl), VEGFR2 (Flk2) i VEGFR3 (Flt 4) — wystepujacych jako
monomery, ktére po zwigzaniu ligandu przechodza dimeryzacj¢ (czasem tworzac
heterodimery VEGFR2-VEGFR3 [Dixelius i wsp., 2003]) i pozwalaja na przekazanie
sygnatu do wnetrza komorki [Schlessinger J, 2000]. VEGF-A zdolny jest do wigzania
dwoéch pierwszych klas receptorow [Wiessman C i wsp., 1997; Fuh G i wsp., 1998],
z czego powinowactwo do VEGFRI jest o jeden rzad wielkosci wyzsze niz do VEGFR2.
Pomimo wysokiego powinowactwa do VEGFR1 fosforylacja tego receptora jest staba,
a co za tym idzie nie generuje on silnego sygnalu. Wydaje si¢, ze sluzy on glownie
do negatywnej kontroli dostgpnosci VEGF-A, cho¢ moze generowaé sygnat
antyapoptotyczny i1 proangiogenny [Waltenberger J i wsp., 1994]. Dodatkowo receptor ten
moze wystgpowa¢ w formie rozpuszczalnej (sSVEGFR1, ang. soluble VEGF Receptor 1)
[Kendall RL i Thomas KA, 1993] i w ten sposob dziata¢ wytacznie jako inhibitor VEGF-
A, sterujacy jego dostepnoscia [Ambati BK i wsp., 2006]. Zwigzanie VEGF-A
z VEGFR2 skutkuje natomiast znacznie powolniejszag dimeryzacja niz w przypadku
oddziatywan z VEGFRI, jednakze znacznie silniejszym pobudzeniem receptorowej
kinazy tyrozynowej, a przez to dtuzszym pobudzeniem komorki [Waltenberger J i wsp.,

1994]. Prawdopodobnie wiasnie ta drogag odbywa si¢ przekaznictwo sygnatu
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Ryc. 2. Udzial sygnalu przekazywanego przez VEGF-A za poSrednictwem jego
receptorow (VEGFR1 i VEGFR2) w procesach wywolanych wysokim spozyciem
sodu i/ lub sodozaleznym wzrostem ciSnienia krwi. Kolor strzalek wskazuje na rodzaj
oddziatywania (zielone — pobudzanie, czerwone — hamowanie). Strzatki dochodzace
do podl niebieskich oznaczaja wplyw na transkrypcje, do pol zottych — wplyw na
aktywnos$¢. Py, — stezenie jondw sodu w osoczu; Ang II — angiotensyna II; NO — tlenek
azotu; PO, — cisnienie parcjalne tlenu; TGFB — transformujacy czynnik wzrostu f;
MMP9 — metaloproteinaza macierzy zewnatrzkomoérkowej 9; eNOS — endotelialna
syntaza tlenku azotu; VEGF-A — czynnik wzrostu $rodblonka naczyn A; VEGFRI,
VEGFR2 — receptor 1 1 2 dla czynnika wzrostu $rodblonka naczyn; GFR — filtracja
kigbuszkowa.
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proangiogennego. Receptor VEGFR3 wystepuje gtdéwnie w naczyniach limfatycznych
1 zwigzany jest z ksztaltowaniem pierwotnej sieci naczyn w embriogenezie
oraz limfangiogeneza [Kaipainen A i wsp., 1995]. Dodatkowymi receptorami dla VEGF
sg neuropiliny (NRP1 1 NRP2), z ktorych pierwsze wystepuja gidéwnie w tetnicach,
a drugie w zylach i naczyniach limfatycznych [Roskoski R Jr, 2007; Pellet-Many C
i wsp., 2008]. Cho¢ wykazano, ze ich obecno$¢ w embrionalnej angiogenezie jest
konieczna, ich rola jest niejasna; prawdopodobnie NRP1 jako koreceptor prezentuje
VEGF-A dla VEGFR2 [Soker S i wsp., 1996]. Poniewaz zasadnicza ro6znicg migdzy
VEGFi,; a VEGF¢s jest brak u tego pierwszego rejonu specyficznego dla oddziatywan
z neuropilinami, prawdopodobnie wtasnie to jest przyczyna znacznie wigkszego
potencjatu mitogennego VEGF¢s [Soker S i wsp., 1996]. Badania hodowli komodrek
nabtonkowych kanalika blizszego oraz analiza materialu biopsyjnego uzyskanego
od ludzi z ogniskowym segmentowym stwardnieniem kigbuszkéw nerkowych (FSGS,
ang. Focal Segmental Glomerulosclerosis) wykazatly wzrost ekspresji NRP2
w komorkach kanalikéw blizszych z jednoczesnym zahamowaniem ekspresji NRPI
(w warunkach fizjologicznych obecnej rowniez w $rodmigzszu). Nasilenie ekspresji
NRP2 byto ujemnie skorelowane z tempem filtracji kigbuszkowej (GFR); dodatkowo
wykazano, ze w zmiany ekspresji NRP1 i NRP2 zaangazowane s3 czynniki inicjujace
wildknienie, w tym TGFB1 [Schramek H i wsp., 2009]. Rola neuropilin pozostaje jednak
do tej pory bardzo stabo poznana.

Udzial VEGF-A w formowaniu naczyn i kanalikéw. VEGF-A odgrywa znaczaca role
zarowno w procesie ksztaltowania naczyn w wyniku angiogenezy, jak i w regulacji
czynnosci zarowno naczyniowych, jak i1 kanalikowych struktur nerki. Obydwie funkcje
wigzg si¢ z jego mozliwymi powigzaniami z rozwojem choroby nadci$§nieniowej. Wiele
badan wskazuje na to, ze VEGF-A odgrywa bardzo istotng rol¢ w utrzymaniu
funkcjonalnos$ci 1 struktury nerki. Taka nadrz¢dna rola jednej substancji w sterowaniu
praca narzadu jest unikalna i niespotykana w innych narzadach; w nerce VEGF-A
odpowiedzialny jest za utrzymanie kluczowych struktur funkcjonalnych — nie tylko
uktadu naczyniowego (co jest dziataniem ogdlnoustrojowym), ale takze za utrzymanie
wlasciwosci nabtonka okienkowatego btony filtracyjnej kigbuszkéow i strukturalno-
funkcjonalnych wtasciwosci kanalikow. VEGF-A jest wyrazany konstytutywnie
w podocytach, w segmencie S3 kanalikéw blizszych (koncowa cze$¢ odcinka prostego

w przykorowym obszarze rdzenia zewnetrznego), a takze w komorkach grubego odcinka
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ramienia wstepujacego petli nefronu w zewngtrznej warstwie rdzenia zdrowej nerki
[Kang DH i wsp., 2001a; Kang DH i wsp., 2001b].
Skutki ograniczenia biodostepnosci VEGF-A. Wiele interesujagcych wnioskéw na temat
dziatania VEGF-A wyciagni¢to z obserwacji prowadzonych na pacjentach dotknietych
choroba nowotworowa, ktorym w ramach terapii przeciwrakowej blokowano VEGF-A.
Taka interwencja dawata pozytywne rezultaty w walce z nowotworem, jednak skutkowata
efektami ubocznymi, takimi jak nadci$nienie i1 uszkodzenie nerek. Pacjentéw tych
charakteryzowaly wysokie wartosci ci$nienia t¢tniczego krwi oraz biatkomocz [Sandler
AB i wsp.; 2004, Holden SN i wsp., 2005]. Opisano rowniez sytuacje, w ktorych
wyciszanie sygnalu niesionego przez VEGF-A prowadzilo w zdrowych narzadach
do zaburzen strukturalnych na poziomie matych naczyn, a wrecz do zaniku sieci
naczyniowej, co pociggato za soba kolejne niekorzystne zmiany [Kamba T i McDonald
DM, 2007]. W nerce, w ktorej z uwagi na petniong funkcje sie¢ naczyn jest wyjatkowo
gesta, taki efekt spowodowany mniejsza dostgpnoscia VEGF-A moze by¢ wyjatkowo
silny 1 bardziej brzemienny w skutki. By¢ moze dla ochrony nerek przed uszkodzeniem
w niektorych stanach patologicznych korzystna bylaby terapia zwigkszajgca dostgpnosé
VEGF-A, co potwierdzaja prace zespotu DH Kanga [Kang DH i wsp., 2001a; Kang DH
i wsp., 2001b] oraz zespolu DP Basile’a [Basile DP i wsp., 2008; Leonard EC i wsp.,
2008] wykazujace role VEGF-A w spowolnieniu procesu uszkodzenia nerek u gryzoni —
zwigzanego ze starzeniem si¢, zjawiskiem niedokrwienia, czy w modelu nerki
szczatkowej (usunigcie 5/6 masy obu nerek). W modelu chronicznego zwgzenia tetnicy
nerkowej opisano postepujacy zanik sieci niewielkich naczyn krwiono$nych prowadzacy
do postepujacego uszkodzenia nerek; zanik byt zwigzany z systematycznym obnizaniem
zawartosci VEGF-A w nerce. Podanie VEGF-A poprawiato strukture oraz funkcje nerki;
co wigcej, jednorazowe podanie VEGF-A zwigkszalo jego ekspresje¢ w kanalikach,
a takze prowadzito do zwigkszenia ekspresji srodbtonkowej (endotelialnej) syntazy tlenku
azotu (eNOS) [cykl prac zespolu AR Chada zebrany w pracy przegladowej: Chade AR,
2012]. Syntaza ta bierze udziat w pierwszych etapach formowania matych naczyn
z udziatem VEGF-A [Lu Y i wsp., 2011], a wspotdziatanie VEGF-A z NO chroni kanaliki
1 ktebuszki przed uszkodzeniem [Morita T i wsp., 2011].

Dziatanie na rzecz zwigkszenia dostepnosci VEGF-A (gléwnie poprzez
podawanie egzogennej substancji) moze wywolywaé rowniez dodatkowe efekty.

Po pierwsze jego wysokie ste¢zenia mogg dziala¢ naczyniorozszerzajaco i1 prowadzic¢
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do obnizenia ci$nienia krwi [Chade AR, 2012]. Z drugiej jednak strony VEGF-A, poprzez
swoja wilasciwos¢ zwigkszania przepuszczalnosci naczynh (VEGF pierwotnie nazywany
byl VPF, ang. Vascular Permeability Factor), moze dziata¢ niekorzystnie w obrebie
nowopowstajacych naczyn. Wysoka przepuszczalno$¢ ogranicza ich podstawowe funkcje,
a poprzez ulatwiony przeciek cytokin do przestrzeni pozanaczyniowej moze nasilaé
uszkodzenie nerek w schorzeniach przewlektych [Chade AR, 2012]. Zwickszenie
przepuszczalno$ci naczyn nie pozostaje takze bez wpltywu na filtracje kiebuszkowa;
zwigkszenie dostepnosci VEGF-A w mysim 1 szczurzym modelu nefropatii cukrzycowej
prowadzito do zwigkszenia filtracji i wystapienia mikroalbuminurii [De Vriese AS i wsp.,
2001; Flyvbjerg A i wsp., 2002].

Udzial VEGF-A w utrzymaniu prawidltowych struktur nerki. Dwa glowne sygnaly
regulujace ekspresje VEGF-A to hipoksja i sygnat zalezny od TGFB [Chua CC i wsp.,
2000; Yamamoto T i wsp., 2001]. Sa to prawdopodobnie dwie catkowicie niezalezne
$ciezki (w stanach hipoksyjnych wzmozenie ekspresji VEGF-A nastepuje zanim pojawi
si¢ TGFP), ktérych dziatanie moze si¢ sumowa¢ [Nakagawa T i wsp., 2004]. VEGF-A
jest pierwszym czynnikiem proangiogennym aktywowanym w wyniku hipoksji w
mig$nidéwce naczyn, prawdopodobnie m.in. przez NO. Z drugiej strony VEGF-A przez
VEGFR2 wzmacnia ekspresj¢ eNOS [Facemire CS i wsp., 2009]. Postuluje sie,
ze oznaczanie zawarto§ci VEGF-A w osoczu pacjentéw chorych na cukrzyce lub
z chroniczng niewydolnos$cig serca moze by¢ dobrym wskaznikiem rozwoju chronicznego
stanu zapalnego o niskim nate¢zeniu rozwijajacego si¢ w srodblonku [Vila V i wsp., 2008].
VEGF-A moglby by¢ traktowany jako wskaznik stanu naczyn krwiono$nych, ale takze
stanu funkcjonalnego struktur nerki: ktebuszkéw i kanalikéw. Opisano dziatanie VEGF-A
jako czynnika zwigkszajacego przepuszczalno$¢ btony filtracyjnej [Fainaru O i wsp.,
2008; Veron D i wsp., 2010]; wzrost wydalania tej substancji moze by¢ znacznie
czulszym wskaznikiem uszkodzenia kiebuszkow niz albuminuria [Kim NH i wsp., 2004;
Kim NH 7 wsp., 2005]. Stwierdzono takze istotnie wyzsze st¢zenie VEGF w osoczu os6b
posiadajacych tylko jedng nerke (po nefrektomii lub przy catkowitym lub czesciowym
niewyksztalceniu jednej z nerek). Ten wzrost wigze si¢ z hipertrofig 1 rozrostem struktur
nerki (w tym 1 kanalikow, ktérych formowanie jest zalezne od VEGF-A), prowadzacymi
do tzw. kompensacyjnego przerostu nerki [Yildiz B i wsp., 2008]. Podobne zjawisko
zwigkszenia masy nerek obserwuje si¢ u zwierzat z wysoka podaza sodu w diecie;

co prawda posiadaja one obydwie funkcjonalne nerki, jednak obcigzone znacznie
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intensywniejsza praca. Uzycie VEGF-A jako wskaznika w diagnostyce laboratoryjnej
wymaga jeszcze wielu badan, lecz dotychczasowe analizy sg obiecujace.

Niezaleznie od wptywu na naczynia krwiono$ne VEGF-A odgrywa bardzo wazng
role w utrzymaniu struktur kanalikowych. Zaréwno receptor VEGFRI1, jak 1 VEGFR2
wystepuja na komorkach $rdédblonka naczyn kiebuszkow i naczyn okotokanalikowych
[Schrijvers BF i wsp., 2004]. VEGF-A wydaje si¢ by¢ kluczowym czynnikiem
wpltywajacym na ich struktur¢ 1 funkcje, moze réwniez wywiera¢ autokrynny
lub parakrynny wplyw na podocyty, komorki mezangium oraz nablonek kanalikow
nerkowych [Villegas G i wsp., 2005]. W badaniach z uzyciem szczurzego modelu
nadci$nienia pierwotnego (szczury spontanicznie nadci$nieniowe, SHR, ang.
Spontaneously  Hypertensive Rats) opisano podwyzszong ekspresjc¢ VEGF-A
w klebuszkach w poréwnaniu z normotensyjnymi szczurami Sprague-Dawley, jednak
w obydwu grupach ekspresja VEGFR2 byla zblizona. Neutralizowanie VEGF-A
lub blokowanie jego receptora VEGFR2 w obydwu grupach owocowato utratag komoérek
srodbtonka oraz postepem choroby nadcisnieniowej, z czym wigzatlo si¢ zwtoknienie
ktgbuszkow, spadek filtracji ktgbuszkowej (GFR) 1 dalszy wzrost ci$nienia tg¢tniczego.
Blokowanie VEGFR2 byto mniej efektywne niz neutralizowanie VEGF-A, ale i wtedy
obserwowano niewielka, lecz statystycznie istotng utrat¢ komoérek Srodbtonka
ktgbuszkow 1 rosngcg albuminuri¢. Te same badania wykazaty u SHR delikatny rozrost
mezangium oraz znacznie mniej gestg sie¢ podocytOw w poréwnaniu z normotensyjnymi
szczurami Sprague-Dawley. By¢ moze spowodowane bylo to obnizong ekspresja nefryny,
biatka przezblonowego obecnego w szczelinach miedzy podocytami [Advani A i wsp.,
2007]. Dlatego tez genetycznie warunkowane nadci$nienie u SHR moze by¢ zwigzane z
jednej strony z ubytkiem komorek sSrodbtonka naczyn kiebuszka, a z drugiej
z zaburzeniami syntezy sktadnikow selektywnej btony filtracyjnej. W innych badaniach
wykazano natomiast spadek ekspresji VEGF-A w tkankach nerki szczurow Sprague-
Dawley po dlugiej ekspozycji na wysoka zawartos¢ sodu w diecie, natomiast nie
obserwowano zmian jego st¢zenia w osoczu i w moczu. Wigzaly si¢ z tym jednak
rozlegle uszkodzenia kanalikowych struktur nerki [Gu JW i wsp., 2008].

VEGF-A wykazuje rol¢ ochronng nerki wobec czynnikow uszkadzajacych
zwigzanych z uktadem RAAS. Zawarto$¢ biatkka VEGF-A w kl¢buszkach wzrasta
w odpowiedzi na aktywacj¢ uktadu RAAS; badania in vivo 1 in vitro wskazuja,

ze ekspresja VEGF-A moze by¢ stymulowana zarowno przez Ang I, jak i mechaniczne
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rozcigganie naczynia [Gruden G i wsp., 1999; Kitayama H i wsp., 2006]. Taka reakcja
moze by¢ adaptacyjng odpowiedzig na rosngce ci$nienie krwi (VEGF-A pobudza
ekspresje¢ eNOS [Kang DH i wsp., 2001b; Gu JW i wsp., 2009]). Co wiecej, spadek
zawartosci NO pobudza synteze¢ VEGF w migsniowce naczyn [Kang DH i wsp., 2002].
VEGF-A aktywowany nadci$nieniem lub wzmozonym dzialaniem ukladu RAAS jest
wigc czynnikiem bardzo waznym w utrzymaniu funkcji i1 struktury $rodblonka. Do dzi$
jednak mechanizm powstawania uszkodzen nerek, ktoremu przeciwstawia si¢ aktywny
VEGF-A, nie zostat w pelni poznany; po raz kolejny ilustruje to konieczno$¢ badan,
ktére przyblizylyby nas do okreslenia, ktore z procesOw towarzyszacych rozwojowi
nadci$nienia  te¢tniczego sa wywotane wysokim ci$nieniem krwi, a ktore
$3 jego przyczyna.

W rozwoju sodozaleznego nadci$nienia tetniczego VEGF-A moglby wigc braé
udziat w:

a. formowaniu nowych naczyn, a przez to przeciwdziataniu stanom niedotlenienia
wynikajacym z niewystarczajgcych zasobow energetycznych komorek kanalikoéw, a takze
ze zniszczenia struktur sgsiadujacych z nimi naczyn, w procesach zaleznych bezposrednio
od wysokiego stezenia sodu lub od wtornego ich uszkodzenia przez mechaniczne
rozcigganie zalezne od podwyzszenia cisnienia krwi;

b. utrzymaniu wlasciwosci struktur istniejagcych naczyn krwionos$nych,
narazonych na wzmozony bodziec mechaniczny, a takze kanalikoéw narazonych
na uszkodzenie z powodu intensyfikacji proceséw transportowych;

c. regulacji przepuszczalnosci btony filtracyjnej kiebuszkoéw; wzrost stezenia
VEGF-A w moczu mozna by wykorzysta¢ jako wskaznik wczesnego uszkodzenia

ktebuszkow, by¢ moze bardziej czuly niz mikroalbuminuria.

1.4.2. Tlenek azotu (NO; Ryc. 3)

Podwyzszenie cisnienia krwi jest bodzcem uruchamiajagcym w ustroju
mechanizmy prowadzace do rozszerzenia naczyn. Jednym z glownych aktywnych
czynnikéw jest tu tlenek azotu (NO) — wolny, niestabilny 1 wysoce reaktywny rodnik,
ktory dzigki swoim lipofilowym wiasciwosciom 1 niewielkim rozmiarom przenika
(dyfunduje) przez blony biologiczne bez udziatu transporterow.

Tlenek azotu produkowany jest z L-argininy przy udziale kofaktora

tetrahydrobiopteryny (BH4) przez syntazy tlenku azotu (NOS), wystepujace w trzech
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formach: s$rodblonkowej/ endotelialnej (eNOS, NOS3), neuronalnej (nNOS, NOSI)
i indukowanej (iNOS, NOS2). Wszystkie trzy obecne sg w strukturach nerki: w tozysku
naczyniowym (gléwnie eNOS) i w kanalikach (eNOS oraz konstytutywnie aktywna
iINOS). Syntaza eNOS jest powszechnie obecna w $rodbtonku naczyn wilosowatych
ktgbuszka, tetniczki doprowadzajacej i odprowadzajacej, naczyn prostych rdzenia i catego
uktadu tetniczego nerki; pojawia si¢ takze w kanaliku blizszym, grubym odcinku
ramienia wstepujacego petli nefronu 1 w kanaliku zbiorczym [Ujiie K i wsp., 1994;
Bachmann S i wsp., 1995]. Syntaza iNOS wystepuje w roznych odcinkach kanalikow
nerkowych, szczegdlnie w grubym odcinku ramienia wstgpujacego petli nefronu
[Morrissey JJ i wsp., 1994]. Najwigksze stezenie nNOS opisano w aparacie
przyktebuszkowym — strukturze, w ktorej wspotdziatanie komorek kanalika dalszego
1 tetniczki doprowadzajacej tworzy jeden z elementéw uktadu autoregulacji krazenia krwi
w nerce. Neuronalna NOS pojawia si¢ rowniez w komorkach petli nefronu
oraz w kanalikach zbiorczych. Aktywnos$¢ wszystkich izoform NOS jest najwyzsza
w obszarach rdzeniowych, przewyzszajac katalityczng aktywnos¢ NOS w korze
dziesigciokrotnie [Moridani BA 1 Kline RL, 1996]. Aktywnos$¢ eNOS 1 nNOS zalezna jest
od jonéw wapnia, dlatego tez syntez¢ NO aktywuje naptyw jonow Ca** do cytoplazmy,
co wywoluje kalmodulinozalezng fosforylacje czasteczek NOS [Lin S i wsp., 2000;
McMurry JL i wsp., 2011]. W komorkach srédbtonka zwigkszony napltyw wapnia moze
by¢ wywotany bodzcami mechanicznymi (stres $cinajacy, ang. shear stress)
lub humoralnymi (acetylocholina, bradykinina), czy tez wzrostem stezenia jondw
sodowych w osoczu.

Produkcja NO w $rédblonku jako odpowied? na zwiekszenie stezenia Na'. Tlenek azotu
dziata lokalnie, a postgpujacy w wyniku dysfunkcji §rodblonka niedobdr tego czynnika
zwicksza ryzyko wystapienia incydentdw sercowo-naczyniowych oraz przyczynia si¢
do rozwoju chronicznej choroby nerek [Martens CR i Edwards DG, 2011]. Pierwsza
poznang funkcja tlenku azotu byto dziatanie naczyniorozszerzajace (pierwotna nazwa NO
to EDRF — ang. Endothelium-Derived Relaxing Factor); wiadomo, ze NO zwigksza
lokalny przeptyw krwi przyczyniajac si¢ do zmniejszenia oporu naczyniowego
i obnizenia ci$nienia krwi w ustroju. Jednakze zwigkszenie st¢zenia jonow sodu w osoczu
prowadzi do ostabienia uwalniania NO z komorek $rddbtonka. Ta obserwacja pozwolita

sformutowac¢ hipotezg, ze komorki srodbtonka spetniajg funkcje naczyniowego sensora
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Ryec. 3. Udzial tlenku azotu w procesach prowadzacych do rozwoju sodozaleznego
nadcisnienia tetniczego. Kolor strzatek wskazuje na rodzaj oddziatywania (zielone —
pobudzanie, czerwone — hamowanie). Strzatki dochodzace do pdl niebieskich oznaczaja
wplyw na transkrypcje, do pol zottych — wplyw na aktywno$¢. Szare grube strzatki
wskazuja procesy patologiczne, wynikajace ze skrajnie zaburzonej réwnowagi
w produkcji NO, tj. w konsekwencji podwyzszonej (lewa strona) lub obnizonej (prawa
strona) aktywnosci syntaz NO. Py, — stezenie jonéw sodu w osoczu; PO, — cis$nienie
parcjalne tlenu; VEGF-A — czynnik wzrostu komorek s$rodblonka A; eNOS, nNOS,
iNOS — endotelialna, neuronalna i indukowana syntaza tlenku azotu; NO — tlenek azotu;
ROS — reaktywne formy tlenu; MMP9 — metaloproteinaza macierzy zewnatrzkomorkowe;
9; TGFP — transformujacy czynnik wzrostu ; ACE — enzym konwertujacy angiotensyny;
TIMP1 - tkankowy inhibitor metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomorkowej 1;
ATIR —receptor 1 dla angiotensyny II; HuR — czynnik stabilizujagcy mRNA dla MMP9.
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stezenia jonéw sodowych [Oberleithner H i wsp., 2010]. Wiadomo, Ze nie kazdy osobnik,
czy tez pacjent, reaguje na wzrost zawartosci sodu w pozywieniu wzrostem tetniczego
ci$nienia krwi. Mowi si¢ wtedy o sodoopornosci, w przeciwienstwie do sodowrazliwosci,
gdy ci$nienie wzrasta. Wydaje si¢, ze sodowrazliwos¢ zalezy od podwyzszenia stezenia
jondéw sodu w osoczu i tym samym od uposledzenia produkcji NO w odpowiedzi na
wysoka podaz sodu w diecie [Cubeddu LX i wsp., 2000]. Moze si¢ to przektada¢ na
zaburzenia procesu natriurezy z nadci$nienia (prawidlowo uruchamianego przy
niewielkim wzro$cie ci$nienia, lecz u osob sodowrazliwych wymagajacego znacznie
wyzszego cisnienia krwi), a w dtuzszej perspektywie czasowej prowadzi¢ do rozwoju
nadci$nienia  tg¢tniczego.  Prawdopodobnie  fizjologiczng  reakcja  $rddbtonka
na zwigkszenie docierajacego do naczynia tadunku sodu jest badz zwickszenie
podstawowego poziomu uwalniania NO lub zwigkszenie wrazliwo$ci naczyn na ten
czynnik. Obydwie te reakcje moga by¢ wtorne do zwigkszenia objetosci osocza [Barba G
i wsp., 2000]. Dalsze badania nad sodowrazliwymi 1 sodoopornymi osobami
z rozwinigtym nadcisnieniem tetniczym wykazaly, ze infuzja L-argininy, substratu do
syntezy NO, obnizata $rednie cisnienie krwi bardziej u pacjentow sodowrazliwych niz
sodoopornych, co popiera poglad, ze defekt produkcji NO moze modyfikowaé
wrazliwo$¢ ci$nienia krwi na ilo$¢ spozywanego sodu [Campese VM i wsp., 1997].
Ponadto zauwazono, ze ste¢zenie produktow metabolizmu NO (nitratow 1 nitrytow,
NO,/NO;) w osoczu pacjentow sodowrazliwych z nadci$nieniem (na diecie
normosodowej) byto nizsze niz u sodoopornych. Warto$ci te obnizaty si¢ u obydwu grup
po zmianie diety na wysokosodowa, a stezenie NO,/NO; bylo ujemnie skorelowane
ze zmianami ci$nienia krwi [Fujiwara N i wsp., 2000]. Réwniez wydalanie NO,/NOs
u pacjentéw nadci$nieniowych na diecie wysokosodowej obnizato si¢ znacznie wyrazniej
u pacjentow sodowrazliwych niz u sodoopornych [Bragulat E i wsp., 2001]. Jednak
niezaleznie od wielu badan wskazujacych jasno na korelacje migdzy sodowrazliwo$cia
a uwalnianiem tlenku azotu postuluje si¢, ze istnieja réwniez inne mechanizmy,
niezalezne od $rdédbtonka, ksztaltujgce wrazliwo$¢ na sé6d [Campese VM i wsp., 1996;
Higashi i wsp., 2001]. Opinie s3 jednak zgodne co do tego, ze dysfunkcja $rodbtonka
przyczynia si¢ do rozwoju nadci$nienia sodozaleznego i innych zaburzen
hemodynamicznych, prawdopodobnie poprzez bezposrednie obnizenie aktywnosci eNOS,

dostgpnosci substratu [Kakoki M i wsp., 2004] 1 biodostepnosci NO, jak i posrednio
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poprzez podwyzszenie st¢zenia ADMA (asymetrycznej dimetyloargininy), endogennego
inhibitora NO [Fujiwara N i wsp., 2000].

NO jako czynnik ograniczajgcy wioknienie tkanek i sygnal mitogenny. Jednym
ze zjawisk czesto towarzyszacych nadcis$nieniu t¢tniczemu jest wioknienie tkanek.
W przypadku nerek tyczy si¢ to nie tylko naczyn krwionosnych, ale takze kanalikow
1 $§rodmigzszu. Wtoknienie moze by¢ posrednio zwigzane z uwalnianiem czynnikéw
mitogennych — powstawanie nowych komoérek wigze si¢ z konieczno$cig rearanzacji
macierzy zewnatrzkomoérkowej, co moze wplywa¢ na zachwianie proceséw proteolizy
1 syntezy, a ostatecznie prowadzi¢ do kumulacji biatek strukturalnych. Tlenek azotu jawi
si¢ tutaj jako jeden z czynnikdw majacych najsilniejszy potencjat ochronny dla struktur
naczyn. Niezaleznie od swoich wiasciwosci naczyniorozszerzajacych, zdolny jest
do hamowania wzrostu komoérek migsniowki naczyn [Garg UC 1 Hassid A, 1989], a takze
hamowania syntezy wtokien macierzy zewnatrzkomoérkowej [Chatziantoniou C i wsp.,
1998]. Przewlekty niedobor NO skutkuje zwldknieniem naczyn nerkowych [Baylis C
i wsp., 1992; Baylis C 1 Bloch J, 1996; Myers PR i wsp., 1996]. Znaczna cze$¢ funkcji
ochronnych NO zwigzana jest z jego antagonistycznym oddzialywaniem z Ang II [Millat
LJ i wsp., 1999]. Angiotensyna II poprzez receptory AT1 nasila ekspresje promujacej
zwloknienie cytokiny TGFB [Wolf G i wsp., 1993; Boffa JJ i wsp., 2003], podczas gdy
NO — m. in. poprzez aktywator plazminogenu (PA) — moze zwigksza¢ aktywnos$¢
metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomorkowej (MMP), trawigcych wiokna [Kaikita K
i wsp., 2001; Kaikita K i wsp., 2002]. Wiadomo, ze Ang II aktywuje blonowa oksydaze
NADPH i zwigksza produkcje reaktywnych form tlenu (ROS), a NO zdolny jest do ich
neutralizacji [Hayden MR i wsp., 2005; Paravicini TM 1 Touyz RM, 2006]. Jednakze
oddziatywania miedzy angiotensyng Il a tlenkiem azotu nie zawsze maja charakter
antagonistyczny; Ang Il moze zwigksza¢ produkcje NO [Deng X i wsp., 1996], jednak
NO moze takze hamowac aktywnos$¢ enzymu konwertujacego (ACE), produkujacego
Ang II [Higashi Y 1995; Takemoto M 1997]. Wydaje si¢ réwniez, ze NO odpowiada
za hamowanie ekspresji ATIR [Millatt LI i wsp., 1999; Yan C i wsp., 2003].
Ten ,,pozytywny” efekt jest wynikiem dziatania NO syntetyzowanego przez eNOS,
z drugiej jednakze strony wysoki poziom produkcji NO przez indukowana cytokinami
iINOS wydaje si¢ by¢ odpowiedzialny za zniszczenie naczyh oraz upo$ledzenie funkcji
serca [Moncada S i1 Higgs A, 1993]. Subtelne i zlozone relacje miedzy tlenkiem azotu

1 ukladem RAAS widoczne s3 we wspomnianym wczesniej dziataniu aparatu
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przyktebuszkowego. Renina uwalniana jest do krwi z komorek ziarnistych znajdujacych
si¢ w S$cianie tetniczek doprowadzajacych. Tlenek azotu uwalniany przez eNOS
w §rodblonku tychze tetniczek hamuje jej sekrecje [Sigmon DH i wsp., 1992; He XR
i wsp., 1995]. Jednakze NO uwalniany przez nNOS w plamce ggstej kanalika dalszego
stymuluje uwalnianie reniny [Beierwaltes WH, 1995].

Fizjologiczne st¢zenia NO dziataja gldwnie przez Sciezki sygnatowe zalezne
od cyklicznego guanylomonofosforanu (cGMP), wywotujac rozkurcz migsnidwki
[Vaandrager AB i de Jonge HR, 1996]. Patologicznie wysokie uwalnianie NO powoduje
dzialanie niezalezne od cGMP, opierajace si¢ na bezposredniej nitrozylacji biatek,
co prowadzi do zmiany wlasciwosci wielu kinaz (zmiany w $ciezkach sygnatowych)
[Kroncke KD, 2001], rozpadu palcow cynkowych (zmiany w transkrypcji) [Schindler H
1 Bogdan C, 2001] czy do nieenzymatycznej aktywacji enzyméw (m. in. proMMP9) [Gu
Z i wsp., 2002]. W zalezno$ci od wyjsciowej sytuacji fizjologicznej takie dziatania moga
wzmaga¢ lub hamowa¢ wldknienie. Z wymienionych zjawisk warto zwrdoci¢ uwage
na mozliwos$¢ sterowania przez NO aktywnoscig metaloproteinaz, szczegolnie zelatynaz
(MMP2 i MMP9), bowiem moze on wptywac na ich aktywnos$¢ na wielu poziomach.
Zaleinosci pomiedzy NO a MMP9. MMP9, szczeg6lnie istotna w procesie zapalnym,
w ktorym jest zaangazowana w rozszczelnianie naczynh krwiono$nych, a przez to
umozliwia infiltracj¢ komorek uktadu odpornosciowego do okolicznych tkanek,
produkowana jest w komorkach migsniowki §ciany naczyn w odpowiedzi na cytokiny
prozapalne. NO pochodzacy z iNOS moze hamowaé ekspresje MMP9 indukowanej
cytoking poprzez zmniejszenie stabilnosci jej transkryptu (obnizajac dostepnos¢ czynnika
HuR, stabilizujacego mRNA dla MMP9) [Eberhardt Wi wsp., 2002; Akool el-Si wsp.,
2003]. Podobne zjawisko opisano w wielu typach komorek, m. in. w komodrkach
srodbtonka [Phillips PG, Birnby LM, 2004], co sugeruje, ze hamowanie ekspresji MMP9
nie jest zjawiskiem specyficznym dla danego typu komorek. W stanach zapalnych
nastepuje stymulacja zarowno produkcji NO, jak i ROS, a obydwa typy rodnikow dzialaja
antagonistycznie na ekspresjie MMP9, co ustalono w doswiadczeniach in vitro
na komorkach mezangium. W przeciwienstwie do NO, reaktywne formy tlenu
wzmacniaja ekspresjc MMP9 indukowang cytokinami. Ostateczny efekt zalezy wigc
od tego, ktére z rodnikéw (ROS czy NO) beda dominowac, a zarazem ile NO zostanie
wykorzystanego do neutralizacji ROS. Dodatkowo NO moze obniza¢ aktywnos¢ MMP

poprzez zwickszanie syntezy TIMPI1, gtownego inhibitora MMP9, przez mechanizm
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wyzwalany za posrednictwem TGFP [Akool el-Si wsp., 2005]. W ten sposob, poprzez
nasilenie ekspresji TGFp, tlenek azotu moze dziata¢ réwniez jako czynnik zwickszajacy
kumulacje wlokien macierzy zewnatrzkomorkowej, co jest krytycznym elementem
rozplemu komorek migsniowki $cian naczyn [Schmidt A i wsp., 2003]. Z drugiej strony
w niektorych typach komoérek NO stymuluje MMP9 poprzez bezposrednia aktywacje
proMMP9 [Gu Z i wsp., 2002], czy tez wzmocnienie ekspresji genu MMP9 [Marcet-
Palacios M i wsp., 2003]. Wida¢ wigc, ze wptyw NO na aktywno$s¢ MMP9 jest zlozony
1 jest wypadkowg proceséw szybkich (aktywacja MMP9) 1 trwajacych powyzej kilku
godzin (zmiana ekspresji gendéw). Przez to wptyw NO na macierz komdrkowa bedzie
dwojaki — z jednej strony moze wspiera¢ jej kumulacje, a w innych przypadkach
degradacj¢, co moze zaleze¢ od zrodta tlenku azotu (dzialania ochronne przewazaja przy
produkcji z udziatem eNOS, z kolei iNOS uznawana jest przez wielu za kluczowy
czynnik stymulujacy uszkodzenie), czy tez od produkcji reaktywnych form tlenu.
Tlenek azotu w rownowadze oksydacyjnej. Reaktywne formy tlenu generowane przez
wysoka podaz sodu moga prowadzi¢ do stanu stresu oksydacyjnego. W konsekwencji
dochodzi do obnizenia dostepnego tlenku azotu w wyniku zuzywania jego czgsteczek
na procesy zoboj¢tniania ROS. Ten aspekt dziatania NO jest u ludzi stabo poznany,
jednakze wydaje si¢ by¢ waznym elementem w patogenezie nadci$nienia tetniczego
[Vanhoute PM i wsp., 2005]. Ponadto wigksze zapotrzebowanie na NO w przypadku
wysokiej podazy sodu w diecie prowadzi¢ moze do niedoboréw substratu dla syntaz NO.
W takiej sytuacji moze doj$¢ do zjawiska niewlasciwego konformacyjnego ulozenia
(rozprzegania) podjednostek NOS, co prowadzi do produkcji nie NO, a innych
reaktywnych form azotu, gléwnie rodnika nadnitrylowego ONOO™ [Gao YT i wsp.,
2007]. W ten sposob powstaje zjawisko btednego kota: zwigkszenie zapotrzebowania
na tlenek azotu moze zwigkszy¢ generowanie reaktywnych form tlenu 1 azotu,
co zmniejsza dostepnos¢ NO.

Tlenek azotu w nadci$nieniu tetniczym moze wigc by¢ zaangazowany w kilka
procesow:

a. obnizanie cisnienia krwi poprzez rozszerzenie naczyn 1 dziatania
antagonistyczne wzgledem naczyniokurczacej i mitogennej Ang II;

b. ksztaltowanie macierzy zewnatrzkomorkowej poprzez indukcje czynnikow

sprzyjajacych kumulacji badz degradacji biatek strukturalnych;
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c. wplyw na réwnowage rodnikowa: zmniejszanie hipertensyjnego wplywu
hipoksji poprzez unieszkodliwianie ROS, badz tez generowanie dodatkowych rodnikow

tlenowych 1 azotowych przez syntazy tlenku azotu.

1.4.3. Neutrofilowa lipokalina towarzyszaca zelatynazie (NGAL; Ryc. 4)

Neutrofilowa lipokalina towarzyszaca zelatynazie (NGAL, lipokalina 2, LCN2,
siderokalina, uterokalina, lipokalina zwigzana z onkogenem neu — neu-related lipocalin,
24p3 — nazwa odnoszaca si¢ tylko do myszy) to biatko transportowe z rodziny lipokalin.
Rodzina ta, liczaca 20 zewnagtrzkomorkowych biatek o budowie B-beczuiki,
odpowiedzialna jest za transport réznorodnych czasteczek lipofilowych (kwasu
arachidonowego, kwasow ttuszczowych, prostaglandyn, feromondéw, steroidow, chelatow
zelaza) [Goetz DH, 2000]. Ligandami NGAL sa przede wszystkim zelatynaza MMP9
1 nos$niki zelaza (siderofory). Wigzanie z obydwoma tymi czynnikami czyni z NGAL
czasteczke wspierajacg procesy zapalne, szczegélnie zwigzane z infekcja; podczas gdy
MMP9 poprzez degradacj¢ macierzy zewnatrzkomorkowej umozliwia migracj¢ komoérek
uktadu odpornosciowego, zarzadzanie lokalng dostepnoscig zelaza pozwala na odbieranie
go bakteriom patogennym [Ratledge C, 2007]. Z tych witasnie powodow NGAL jest
powszechnie obecna w tych narzadach wewng¢trznych, ktére narazone sa na kontakty
z patogenami (pluca, uklad moczowo-plciowy). Oprécz udzialu w odpowiedzi
immunologicznej NGAL odgrywa role w procesach sterujacych apoptoza.

W zdrowej nerce NGAL jest swobodnie filtrowany w kigbuszkach, a nastepnie
w znaczne]j czg$ci reabsorbowany w kanalikach blizszych. W komorkach tego odcinka
kanalika jest go zdecydowanie najwiecej [Schmidt-Ott i wsp., 2006; Schmidt-Ott i wsp.,
2007], jednak w réznych schorzeniach pojawia si¢ takze w innych odcinkach. Nie zalezy
to od reabsorpcji z moczu, lecz od lokalnej syntezy — w mysim modelu uszkodzenia nerek
wywotanego niedrozno$cig moczowodu tempo syntezy NGAL w kanaliku dalszym
wzrastalo  stukrotnie  juz  pierwszego dnia po  wywotaniu  niedrozno$ci
[Kuwabara T i wsp., 2009].
Proapoptotyczne i antyapoptotyczne dziatanie NGAL. U organizmdéw obcigzonych
wysoka podaza sodu nasilenie proceséw transportowych w komoérkach kanalikow, a wiec
zwigkszenie zapotrzebowania energetycznego, moze prowadzi¢ do nasilenia ich

apoptozy, bedacej wynikiem niedotlenienia. Nasilenie apoptozy moze bezposrednio
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Ryc. 4. Dzialanie lipokaliny NGAL w sytuacji zwiekszonej podazy sodu. Kolor
strzalek wskazuje na rodzaj oddziatywania (zielone — pobudzanie, czerwone -
hamowanie). Strzatki dochodzace do pol niebieskich oznaczajag wptyw na transkrypcje,
do pol zottych — wptyw na aktywno$¢. Py, — stezenie jondw sodu w osoczu;
Ang II — angiotensyna II; Trn, — transport kanalikowy jondéw sodu; PO, — cis$nienie
parcjalne tlenu; NGAL - neutrofilowa lipokalina towarzyszaca zelatynazie;
MMP9 — metaloproteinaza macierzy zewnatrzkomorkowej 9; VEGF-A — czynnik wzrostu
srodblonka naczyn A; HO-1 — oksygenaza hemowa 1, SODI1, SOD2 — dysmutaza
nadtlenkowa 11 2.
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zaleze¢ od dziatania czasteczek NGAL, ktore zdolne sa zar6wno do dzialania
proapoptotycznego, jak 1 antyapoptotycznego. Lipokalina NGAL jest zdolna
do odzyskiwania zelaza z martwych komorek 1 przekazywania zywym. Siderofory
niesione przez NGAL pozwalajg na zwigkszenie uwalniania zelaza wewnatrz komorki,
co skutecznie przekltada si¢ na obnizenie apoptozy 1 wzmocnienie sygnatow
proliferacyjnych. W innych sytuacjach, w ktorych z powodu nadmiaru zelaza w komorce
moze dochodzi¢ do zaleznego od jonow zelaza stresu oksydacyjnego, NGAL moze bra¢
udziat w usuwaniu jego nadmiaru, a przez to réwniez dziala¢ antyapoptotycznie,
ograniczajac uszkodzenia komorek kanalikow [Haase M i wsp., 2009]. Dodatkowym
dziataniem ograniczajacym stres oksydacyjny jest wzmocnienie przez NGAL ekspresji
oksygenazy hemowej 1 (HO-1, ang. Heme Oxygenase 1) [Mishra J i wsp., 2004] oraz
dysmutazy nadtlenkowej 112 (SOD1, SOD2, ang. Superoxide Dismutase 1, 2) [Bahmani
P i wsp., 2010]. U pacjentdw z chroniczng niewydolno$cig nerek obserwuje si¢ kumulacje
zelaza w kanalikach blizszych, co sprzyja powstawaniu ROS 1 stresu oksydacyjnego.
Zaréwno stres oksydacyjny, jak 1 duza ilos¢ wolnego zelaza, zdolne sg do zwigkszania
ekspresji NGAL, co opisywano w sytuacji poniedokrwiennej reperfuzji nerki [Wahlberg
E i wsp., 2002], czy tez szoku termicznego (szczegdlnie ochtodzenia) [Roudkenar MH
i wsp., 2009]. Jednakze zaangazowanie NGAL w zarzadzanie zelazem moze daé
odmienny skutek, prowadzac do nasilenia apoptozy. To NGAL moze wywotywac zalezny
od wewnatrzkomorkowego zelaza stres oksydacyjny [Lin HH i wsp., 2007]. Zaburzenie
gospodarki zelaza w nerkach prowadzi do zaburzen wydalania sodu — dhlugotrwale
ograniczenie spozycia zelaza prowadzito do wzrostu wydalania sodu i spadku wydalania
potasu u szczurow [Naito Y i wsp., 2009]. U chorych z niedokrwistoscig powszechnie
opisuje si¢ ogdlnoustrojowe rozszerzenie naczyn, spadek lepkosci krwi oraz zatrzymanie
(retencje) wody 1 sodu w ustroju, co skutkuje zwigkszeniem objegtosci wyrzutowej serca
[Zipes DP i wsp., 2004]. Gospodarka zelazem w duzej mierze zalezy od nerek, ktére
ograniczaja jego usuwanie w moczu, a takze syntetyzuja erytropoetyng, hormon
kluczowy w zaleznych od zelaza procesach formowania elementow morfotycznych krwi.
Kluczowym procesem jest endocytoza sideroforow zawartych w moczu pierwotnym
przez komorki kanalikow blizszych [Smith CP i Thévenod F, 2009], jak rowniez
endocytoza NGAL [Yang J i wsp., 2003]. Dodatkowo czasteczka ta moze dziata¢ jako
czynnik wspomagajacy zachowanie prawidtowej struktury kanalika. Dokonuje si¢ to

poprzez autokrynne stymulowanie proliferacji i1 zwickszanie ekspresji czynnikow
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wzmacniajacych fenotyp nabtonkowy, co stwierdzono zar6wno w rozwoju embrionalnym
ssakow, jak 1 w dorostych organizmach [Kamarainen M i wsp., 1997; Mori K i wsp.,
2005]. Kluczowa dla ksztattowania i1 funkcjonowania kanalikow jest réwniez dostgpnos¢
VEGF-A, ktérego uwalnianie z rezerwuaru macierzy zewnatrzkomoérkowej jest zalezne
od aktywnosci MMP9. Tworzenie kompleksow NGAL/MMP9 chroni MMP9 przed
degradacja i w ten sposob zapewnia dostgpnosc jej aktywnych form [Yan L i wsp., 2001].
Umozliwia to efektywne dzialanie MMP9 (degradacje macierzy zewnatrzkomodrkowej
1 uwalnianie VEGF-A) — w ten sposob NGAL moze by¢ réwniez zaangazowany
w angiogeneze [Devarajan P, 2007].

Drogi utrzymania struktury kanalikow przez NGAL. Wydaje si¢ wige, ze NGAL
przyczynia si¢ do zachowania witasciwej struktury kanalikow kilkoma drogami.
Szczegblng role moglby odgrywaé w utrzymaniu funkcjonalnosci kanalikow blizszych,
w ktorych najszybciej dochodzi do martwicy w odpowiedzi na czynniki nefrotoksyczne,
co jest zwigzane z wysokim natgzeniem procesOw transportowych (resorpcja
obowigzkowa). Jak juz wspomniano wyzej, to wiasnie komodrki kanalikow blizszych
odpowiedzialne sg za odzyskiwanie NGAL z moczu pierwotnego. Badania na mysim
modelu cukrzycy z przewleklym uszkodzeniem nerek pokazaty, ze wzrost wydalania
NGAL w moczu nie byl wynikiem syntezy tej substancji (ani w watrobie, ani w nerkach),
lecz nastgpstwem zahamowania jej reabsorpcji. Co wigcej, podanie blokera receptorow
AT1 angiotensyny, kandesartanu, obnizato wydalanie NGAL [Kuwabara T i wsp., 2009].
W ten sposob stezenie NGAL w moczu moze zmienia¢ si¢ wraz ze zmianami
zachodzacymi przede wszystkim w samej nerce. Stezenie NGAL w moczu ro$nie
gwaltownie w ostrym uszkodzeniu nerek, jednak wzrost jego wydalania obserwuje si¢
rowniez w chronicznych schorzeniach tego narzadu [Devarajan P, 2007]. NGAL zawarty
w moczu pochodzi gléwnie z uszkodzonych komorek kanalikéw, natomiast ten obecny
w osoczu moze pochodzi¢ ze S$rodblonkowych komorek wykazujacych fenotyp
prozapalny [Nguyen MT i Devarajan P, 2008]. U ludzi w ustalonej fazie ostrej
niewydolnosci nerek stezenie NGAL w osoczu wzrosto dziesigciokrotnie, a w moczu
az stukrotnie; biopsja wykazala kumulacje NGAL w 50% kanalikow potozonych
w obrebie kory [Mori K i wsp., 2005]. Wzrost stezenia tej lipokaliny w moczu
obserwowano roéwniez u pacjentdw z nadci$nieniem [Matyszko J i wsp., 2008]. NGAL
jest niewielkim biatkiem odpornym na degradacje¢, wydalanym z moczem, co powoduje,

ze jest znakomitym kandydatem na biochemiczny wskaznik, szczegoOlnie uzyteczny
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dla oceny ostrego uszkodzenia nerek w wyniku niedokrwienia lub dziatania substancji
nefrotoksycznych. Jednak wiele nowych badan wykazato, ze wzrost poziomu NGAL
W 0soczu 1 w moczu jest proporcjonalny do rozmiarow uszkodzen nerek réwniez
w przewleklych schorzeniach tego narzadu [Ding H i wsp., 2007; Mitsnefes MM i wsp.,
2007]. Jego pionierskie zastosowanie w praktyce diagnostycznej to zastuga m. in. zespotu
badawczego z Bialegostoku [Matyszko J i wsp., 2009].

Nasilenie transportu kanalikowego badz pojawienie si¢ w przesaczu
ktgbuszkowym substancji o dzialaniu nefrotoksycznym moze wigc prowadzi¢
do nasilenia ekspresji NGAL, ktory spetnialby nastepujace funkcje:

a. bezposrednia ochrong nablonka kanalikow poprzez zalezny od jondow zelaza
sygnat antyapoptotyczny, sygnat proliferacyjny, a takze wzmocnienie fenotypu
nabtonkowego komorek kanalikow nerkowych;

b. posrednia ochron¢ kanalikoéw poprzez transport czasteczek MMP9; enzym ten
moze uwalnia¢ z rezerwuaru macierzy zewnatrzkomorkowej aktywny VEGF-A
o dzialaniu ochronnym wzgledem struktur kanalikowych;

¢. w sytuacji zachwiania rownowagi gospodarki zelazem moze zwigksza¢ zalezny

od jonow zelaza stres oksydacyjny, a w konsekwencji nasila¢ apoptoze.

1.4.4. Zelatynazy (MMP2, MMPY; Ryc. 5)

Zelatynazy — MMP2 (Zelatynaza A) i MMP9 (Zelatynaza B) — naleza do duze;
rodziny metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomérkowej (MMP) —  enzyméw
cynkozaleznych, ktorych aktywno$¢ warunkowana jest dostgpnoscia jondw wapnia
i neutralnym pH. MMP dziela si¢ na klasy ze wzgledu na specyfikg substratowa:
a. kolagenazy $rodmigzszowe, b. kolagenazy kolagenu typu IV (zelatynazy),
¢. stromielizyny, d. matrylizyny, e. MMP blonowe, f. pozostate. Z wyjatkiem MMP?2,
ktora w zdrowych tkankach wyrazana jest konstytutywnie na niskim poziomie [Benbow
U 1 Brickerhoff CE, 1997], metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomoérkowej podlegaja
dziataniu wielu czynnikow transkrypcyjnych. Wieloetapowa kontrola aktywnosci odbywa
si¢ rbwniez na poziomie potranslacyjnym i obejmuje oddzialywanie z czterema biatkami
z rodziny TIMP (od TIMP1 do TIMP4), naturalnymi inhibitorami MMP. TIMP1 wigze
nickowalencyjnie aktywowane czasteczki MMP, podczas gdy TIMP2 stabilizuje
czasteczki w formie zymogenu (proenzymu) [Carmeli E i wsp., 2004]. Te dwa inhibitory
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Ryc. 5. Zelatynazy MMP2 i MMP9 w procesach towarzyszacych zmianom ci$nienia
krwi spowodowanego wysokim spozyciem sodu. Kolor strzalek wskazuje na rodzaj
oddziatlywania (zielone — pobudzanie, czerwone — hamowanie). Strzatki dochodzace
do pdl niebieskich oznaczaja wplyw na transkrypcje, do pol zottych — wplyw na
aktywnos$¢. Czes¢ dzialan zelatynaz odbywa si¢ posrednio, poprzez degradacje widkien
macierzy zewnatrzkomorkowej (strzatki przechodzace przez szare pole). Pna — stezenie
jonow sodu w osoczu; TGFp — transformujacy czynnik wzrostu 3; Ang Il — angiotensyna
II; NO — tlenek azotu; ROS — reaktywne formy tlenu; proMMP2, proMMP9 — zelatynazy
w formie proenzymu (zymogenu); MMP2, MMP9 — metaloproteinaza macierzy
zewnatrzkomorkowej 2 1 9; GFR — filtracja kiebuszkowa; VEGFR2 — receptor 2
dla czynnika wzrostu $rodbtonka naczyn.
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zdolne sa do Dblokowania wszystkich znanych metaloproteinaz  macierzy
zewnatrzkomoérkowej [Hagg PM i wsp., 1997], przy czym aktywno$¢ MMP9 regulowana
jest w wiekszosci przez TIMPI1, a aktywnos¢ MMP2 przez TIMP2. Co interesujace,
stabilizacja MMP2 przez TIMP2 jest koniecznym krokiem w jej pozniejszej aktywacji
przez blonowa metaloproteinazg¢ MT1-MMP [Nagase H i wsp., 2006]. Uzyskany
w wyniku procesoOw pobudzania i hamowania aktywnos$ci metaloproteinaz macierzy
zewnatrzkomorkowej stan dynamicznej rownowagi przektada si¢ na procesy ksztattujace
te macierz: degradacje, reorganizacj¢ lub kumulacje jej sktadnikow strukturalnych.
W ten sposob MMP przyczyniaja si¢ do rozluznienia struktur tkanki, umozliwiajac
migracj¢ komorek, formowanie nowych struktur (angiogeneza) i naprawe¢ zniszczonych,
czy naplyw komorek stanu zapalnego i1 ksztattowanie odpowiedzi immunologicznej
[Parks WC i wsp., 2004]. Przez zdolnos¢ do aktywowania 1 dezaktywowania czasteczek
sygnalowych oraz do cigcia receptoréw blonowych dla tychze czasteczek
metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej zdolne sa do modyfikacji sygnatu
pltynacego z przestrzeni zewnatrzkomoérkowej. Juz przez same zmiany w elementach
strukturalnych MMP moga modyfikowa¢ sygnat ptynacy do komorek, poniewaz przez
receptory integrynowe komorki sa wrazliwe na oddzialywania z elementami
architektonicznymi  tkanki. W  ten  sposéb  metaloproteinazy = macierzy
zewnatrzkomorkowe] moga by¢ wieloczynnikowo zaangazowane w wiele procesoOw
fizjologicznych 1 patologicznych.

Zelatynazy w nerkach. W rozwijajacej sie nerce ptodowej obecne s3 obydwie Zelatynazy,
jednak tylko MMPO jest niezb¢dna do prawidlowego przebiegu morfogenezy [Lelongt B
i wsp., 1997]. W prawidlowo wyksztalconej 1 funkcjonujgcej nerce aktywnos¢ obydwu
zelatynaz stwierdzono w kiebuszkach [Lovett DH i wsp., 1983] 1 komodrkach nabtonka
kanalikowego [McMillan JI i wsp., 1996]. MMP2 i MMP9 wystepuja rowniez
w kanalikach zbiorczych, lecz jedynie po stronie apikalnej komorek [Piedagnel R i wsp.,
1999]. W komorkach mezangium stwierdzono jedynie obecno$¢ MMP2 [Davies M
i wsp., 1988]. Wzrost ekspresji MMP2 pojawia si¢ w zwigzanym z naciekami leukocytow
zwldknieniu klebuszkow, a takze towarzyszy atrofii kanalikow 1 postepujacemu
witoknieniu nerek [Cheng S i wsp., 2006]. Zauwazono réwniez odwrotng zaleznos¢
pomigdzy iloscig biatka MMP2 a filtracja kigbuszkowa (GFR) [Chung AW i wsp., 2008].
Zelatynazy w naczyniach krwionosnych. W naczyniach krwionoénych obydwie

zelatynazy produkowane sg przez komorki srédbtonka oraz migsni gtadkich. Nasilenie ich
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aktywnos$ci towarzyszy zjawiskom stresu oksydacyjnego oraz obnizonej biodostepnosci
tlenku azotu [Upchurch GR Jr i wsp., 2001; Wang W i wsp., 2005]. Za aktywacje MMP
odpowiedzialna moze by¢ rowniez Ang II. Zwigksza ona ekspresjc MMP9 w komorkach
miesni gladkich naczyn [Browatzki M i wsp., 2005], a takze ekspresj¢ 1 aktywacje MMP2
zard6wno w migsniéwee, jak i w Srodbtonku [Arenas A i wsp., 2004; Luchtefeld M i wsp.,
2005; Flamant M i wsp., 2007]. Co wigcej, infuzja niskiej, subpresyjnej dawki Ang II
(50 ng/kg/min przez 28 dni) indukowata ekspresj¢ MMP2 w aorcie mtodych szczurow
[Wang M i wsp., 2005]. Wzrost aktywnosci MMP9 moze przektada¢ si¢ na wzmozong
degradacj¢ kolagenu IV, gléwnego sktadnika btony podstawnej, a przez to zwigkszaé
przepuszczalno$¢ struktur naczyniowych, co ulatwia infiltracj¢ komorek uktadu
odpornosciowego 1 rozwo6j ognisk zapalnych [Flamant M i wsp., 2007].

Zelatynaza MMP9 okazuje si¢ niezbedna w migracji i proliferacji komdrek migsni
gladkich w procesie odbudowy naczyn [Cho A i Reidy MA, 2002]. Myszy pozbawione
obydwu zelatynaz wykazywaty uposledzenie angiogenezy [Bergers G i wsp., 2000].
Zmiany w macierzy zewnatrzkomoérkowej wynikajace z aktywnosci tych metaloproteinaz
moga wiec wplywac na angiogeneze dwojako: poprzez tworzenie przestrzeni dla migracji
komorek, a takze poprzez zmiany dostepnosci czasteczek sygnatowych. Widoczne jest to
szczegblnie w interakcjach ze §ciezkami sygnatu przekazywanego przez VEGF-A.
Zaleznosci migdzy VEGF-A a MMP9. Wspomniane przy omawianiu VEGF-A badania
pacjentow posiadajacych tylko jedng nerke wykazaty wzrost stezenia MMP9 w ich
osoczu [Yildiz B i wsp., 2008]. Wydaje si¢ wiec, z2 MMP9 bierze udziat w procesie
hipertroficznego wzrostu masy nerki w sytuacji jej nadmiernego funkcjonalnego
obcigzenia. Z drugiej jednak strony badania przeprowadzone na spontanicznie
nadcisnieniowych szczurach (SHR) wykazatly, ze wzrost aktywnosci MMP9 w osoczu
pociaga za sobg zintensyfikowanie procesu ci¢cia receptoréw VEGFR2, a przez to spadek
sity sygnalu przekazywanego przez VEGF-A do komoérek s$rodbtonka naczyn.
Zastosowanie niespecyficznego inhibitora metaloproteinaz, doksycykliny, doprowadzato
do zwigkszenia ilo$ci zewnatrzkomdrkowych domen receptorow VEGFR2, ograniczenia
apoptozy, a wskutek tego do zwickszenia gestosci sieci kapilarnej. Co wigcej, procesy te
pociagaty za sobg znaczne obnizenie ci$nienia t¢tniczego krwi u szczuréw SHR [Tran E
i wsp., 2010]. Inne badania pokazaty, ze zelatynazy (glownie MMP9) uwalniaja VEGF-A
z nieaktywnych prokompleksow [Belotti D i wsp., 2003; Rundhaug JE, 2005].
W ten sposob dziatanie tych dwoch czasteczek (MMP9 1 VEGF-A) wzajemnie si¢
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uzupelnia (obydwa zwiazki sa zdolne do zwigkszania przepuszczalno$ci naczyn),
co wykazatly inne badania z uzyciem doksycykliny, ktéra podawana doustnie ograniczata
wzmozong przepuszczalnos¢ naczyn wywotang podawaniem VEGF-A [Fainaru O i wsp.,
2008]. Wydaje si¢ wiec, ze sygnat proangiogenny niesiony przez VEGF-A 1 aktywnos$¢
zelatynolityczna gtdéwnie MMP9 pozostaja w skomplikowanych zaleznosciach, a przebieg
angiogenezy jest wypadkowa ich réwnowagi. Dodatkowo zelatynazy moga hamowaé
angiogeneze poprzez cigcie plazminogenu do angiostatyny [Cornelius LA i wsp., 1998;
Chung AW i wsp., 2006]. Poniewaz wzrost aktywnosci zelatynolitycznej w $cianach
tetnic (a co si¢ z tym wigze rOwniez w osoczu) towarzyszy wielu zjawiskom (starzenie
si¢, cukrzyca, nadcis$nienie tetnicze) [Chung AW i wsp., 2008], moze przektadac si¢
na zaburzenie procesOw angiogenezy. Z jednej strony zelatynazy moga wigc wspieraé
angiogenez¢ poprzez uwalnianie VEGF-A z prokompleksow, przez degradacje btony
podstawnej, czego wynikiem jest sygnatl do migracji komorek srodbtonka, a takze przez
tworzenie przestrzeni dla tego procesu. Z drugiej jednak strony moga dziata¢ hamujaco,
generujac angiostatyne oraz zmniejszajac liczbe receptorow VEGFR2.
Udzial Zelatynaz w zmianach naczyniowych towarzyszgcych wzrostowi cisnienia krwi.
Przewlekle zmiany ekspresji réznych czynnikow prowadza czesto do trwatych,
strukturalnych zmian architektury naczyn krwiono$nych. Zmiany moga zachodzié
we wszystkich warstwach naczynia ($rédbtonek, migsniowka, przydanka) 1 w réznych
kierunkach (zmiana $rednicy zewnetrznej i/ lub wewngtrznej naczynia). W naczyniach
oporowych (sposrdd ktorych najistotniejsze dla niniejszej pracy sa oporowe naczynia
nerki) w ludzkim nadci$nieniu tg¢tniczym zazwyczaj dochodzi do ukierunkowanego
do wewnatrz (zmniejszenie $wiatla naczynia z zachowaniem $rednicy zewngtrznej)
przerostu (eutrofizacji) warstwy $rodkowe] naczynia (mig$niowki). Z drugiej strony
przewlekte podwyzszenie przeptywu krwi prowadzi w oporowych naczyniach tetniczych
do zwigkszenia zewngtrznej $rednicy naczyn i masy ich $cian. W przemodelowaniu
$ciany naczyn zaleznym od przeptywu krwi biora udziat r6zne MMP, ktore degradujac
wldkna macierzy zewnatrzkomoérkowej wspierajg proliferacje 1 migracje komorek
budujacych naczynie, a takze utatwiajg infiltracje leukocytow i rozwoj stanu zapalnego
[Raffetto JD i Khalil RA, 2008].

Wydaje si¢ wiec, ze aktywno$¢ zelatynolityczna jest istotna w wielu procesach
patologicznych zwigzanych z nadci$nieniem [Chung AW i wsp., 2008; Guimaraes DA

i wsp., 2010], jednak problem czy zwigzana jest z procesami przyczynowymi, czy tez
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moze jest skutkiem podwyzszonego ci$nienia t¢tniczego pozostaje jak dotad
nierozstrzygniety. Nadci$nienie tg¢tnicze u ludzi wigze si¢ ze zmianami zar6wno
zawarto$ci biatka, jak 1 aktywno$ci obydwu zelatynaz w osoczu, jednak badania dajg
sprzeczne wyniki odno$nie kierunku zmian — jedne wskazuja na wyrazny wzrost tych
wartos$ci zarowno dla MMP2, jak i MMP9 [Derosa G i wsp., 2006], inne odnotowujg ich
obnizenie [Zervoudaki A i wsp., 2003]. Doswiadczenia przeprowadzone na myszach
pozbawionych obu alleli genu MMP9, u ktéorych wywolywano nadci§nienie poprzez
infuzje Ang II pozwolilo sformutowaé hipoteze, ze podwyzszona aktywnos¢ MMP9
w pierwszych fazach nadcis$nienia opdznia sztywnienie naczyn [Flamant M i wsp., 2007].
Jednakze rozwoj nadci$nienia tg¢tniczego wigze si¢ réwniez z nadekspresja gldéwnego
inhibitora MMP9 — TIMP1. Jego oznaczanie w osoczu jest obecnie powszechng praktyka
kliniczng, bowiem wzrost stezenia TIMPI1 jest wskaznikiem towarzyszacemu
nadci$nieniu przerostu lewej komory serca [Lindsay MM i wsp., 2008].

Przebudowa naczynh nerkowych zwigzana jest z proliferacja komorek mig§niowki
naczyn oraz wzmozong syntezg bialek strukturalnych ECM, takich jak kolagen I, III, IV
w tetniczych naczyniach oporowych, kiebuszkach i $§rédmigzszu. Wykazano, ze NO
hamuje aktywacj¢ genu kolagenu I, a w do$§wiadczeniach z przewleklym hamowaniem
NOS wykazano wzmozong kumulacje sktadnikow  strukturalnych macierzy
zewnatrzkomorkowej. Jednakze, jak pisano wczes$niej, ostateczny efekt dzialania NO
na macierz zewnatrzkomorkowg moze by¢ rézny i zalezy prawdopodobnie od rownowagi
rodnikowe;j. Z kolei Ang II jest zdolna do aktywowania genu kolagenu I, a przez to moze
wywolywa¢ zwloknienie naczyn — co wazne niezaleznie od wplywu na parametry
hemodynamiczne — prawdopodobnie za posrednictwem m. in. endoteliny 1 (ET-1)
1 TGFp [Tharaux PL i wsp., 2000]. Indukowane przez Ang Il wzmocnienie ekspresji ET-1
odbywa si¢ za posrednictwem oksydazy NADPH, co wskazuje na role procesow
charakterystycznych dla stresu oksydacyjnego w przebudowie naczyn w nerce [An SJ
i wsp., 2007].

Zelatynazy maja wiec szeroki wplyw na funkcje naczyn krwiono$nych, jednakze
nie ogranicza si¢ on jedynie do przemodelowania macierzy zewnatrzkomoérkowe;.
W  obserwacjach izolowanych krazkéw zyty gtéwnej dolnej szczura poddanych
naczyniokurczacemu dziataniu fenylefryny wykazano, ze MMP2 zdolna jest do znoszenia
takiego skurczu. Byl to proces niezalezny od takich elementow ukladow

naczyniorozkurczajacych, jak NOS, czy prostacyklina (PGI,), ale znoszony byt przez
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blokery przewodnictwa Ca®" i kanatow K [Raffetto JD i wsp., 2007]. Z kolei
w doswiadczeniach przeprowadzonych na wyizolowanej szczurzej aorcie pozbawionej
srodbtonka 1 obkurczonej za pomoca fenylefryny zaobserwowano, ze zarowno MMP2,
jak 1 MMP9 znosity skurcz, a efekt ten byl zalezny od dawki zelatynaz oraz czasu
ich dziatania. Co wigcej, byt w petni odwracalny — badania histologiczne wykazaty brak
zmian w mig¢$nidéwce 1 w warstwie elastynowej naczyn, a wigc wykluczyty zalezno$¢ tego
efektu od zmian strukturalnych w macierzy zewnatrzkomorkowej [Chew DKW i wsp.,
2004]. By¢ moze MMP potrafig wptywac¢ na komoérki naczyn za posrednictwem integryn
lub przez hamowanie naptywu jonéw Ca®" z przestrzeni pozakomoérkowej do komorki,
jednakze powigzania migdzy MMP a jonami wapnia w tym procesie sg niejasne [Chew
DKW i wsp., 2004].

Zelatynazy moga wiec byé zaangazowane w ksztaltowanie czynno$ciowego
1 morfologicznego obrazu nadcis$nienia poprzez:

a. przebudowe struktur naczyniowych i/ lub kanalikowych oraz $srodmigzszu nerki
prowadzac do uposledzenia lub usprawnienia ich funkcji;

b. ksztaltowanie tempa angiogenezy, ktorg moga stymulowa¢ przez uwalnianie
VEGF-A 1 tworzenie przestrzeni do migracji, badz hamowaé przez cigcie receptorow
VEGFR2 i uwalnianie angiostatyny;

¢. udzial w formowaniu ognisk stanu zapalnego, poprzez rozszczelnianie zlacz
komorkowych i1 utatwianie infiltracji komorek uktadu odpornosciowego;

d. potencjalne bezposrednie i krotkofalowe dziatanie naczyniorozszerzajace.

1.5. Nierozstrzygni¢te pytania o sodozalezne nadciSnienie tetnicze

Fizjologiczne potrzeby ludzkiego organizmu zaspokaja dzienna dawka sodu
na poziomie 10-20 mmol. Jednak wiele dorostych oséb przyjmuje w ciaggu doby ponad
100 mmol, a w spoteczenstwach azjatyckich nawet ponad 200 mmol jonéw Na',
co stanowi dziesigcio- a nawet dwudziestokrotne przekroczenie fizjologicznego
zapotrzebowania organizmu [Brown 1J i wsp., 2009]. Co prawda obecne zalecenie
Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO, ang. World Health Organization) to nie wiecej
niz 5 g soli (2 g jonow sodu, czyli 87 mmol) dziennie [raport World Health Organization,
2007], jednak w zwigzku z doniesieniami o pozytywnym wptywie na uktad krazenia

nawet niewielkiego ograniczenia spozycia sodu [He FJ i MacGregor GA, 2003], wartos¢
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ta jest systematycznie obnizana. W spoteczenstwach zachodnich gtownym zZrédtem sodu
jest zywno$¢ przetworzona; przecigtny cieply positek w stoldwce zaktadu pracy
w Amsterdamie to 7 g soli (140% zalecanej przez WHO dawki dziennej) [Brewster LM i
wsp., 2011]. Warto zaznaczy¢, ze Polacy w badaniach globalnego programu
INTERSALT, majacego na celu okreslenie zwigzku miedzy spozyciem soli a stanem
zdrowia rdéznych spoteczno$ci, znajduja si¢ w pierwszej dziesigtce narodow
z najwigkszym dobowym wydalaniem sodu w moczu [Brown 1J i wsp., 2009].

Udzial wymienionych w poprzednich rozdziatach, jak 1 innych czynnikow
w rozwoju nadcis$nienia tetniczego zostal opisany w roznych modelach do$wiadczalnych
i stanach klinicznych. Byty to jednak badania skupione na stanie naczyn obwodowych,
czy tez wykonane w modelach nadci$nienia zwigzanego np. z zaburzeniami ukladu
renina-angiotensyna-aldosteron lub patologicznym zwe¢zeniem tetnicy nerkowej.
W przypadku sodozaleznego nadci$nienia tetniczego wiele kwestii nadal pozostaje
niejasnych [Aviv A, 2001]. Pomimo, Ze sod jako czynnik ryzyka w nadci$nieniu zostat
opisany do$¢ dawno, nadal prowadzone sa badania wnoszgce zupeilnie nowe informacje
o zalezno$ci migdzy jonami sodu a nadcisnieniem tetniczym [Gu JW i wsp., 2008]. Wiele
kwestii pozostaje nadal nierozstrzygnigtych, chociazby ktore z obserwowanych zmian
czynno$ciowo-morfologicznych, powstajacych w nastepstwie wysokiego spozycia sodu,
sg przyczyna, a ktore konsekwencja nadci$nienia. Takie pytanie stawiano sobie takze
przystepujac do niniejszych badan.

Waznym argumentem przemawiajacym za potrzebg takich badan jest zaro6wno
spoteczne znaczenie choroby nadci$nieniowej, jak 1 znaczenie ustalenia natury jej
zwigzku z nadmiernym spozyciem soli. Pomimo wzrostu $wiadomosci prawidtowego
odzywiania si¢, problem spozywania duzych ilosci soli, a takze przyjmowania
w pozywieniu wielu zwigzkéw sodowych (glutaminian sodu, benzoesan sodu) jest ciagle
aktualny; praktyki te mogg istotnie przyczynia¢ si¢ do rozwoju nadci$nienia tetniczego.
Wysokie spozycie sodu mogloby wywota¢ grozne nastepstwa szczegdlnie u o0sob
z roznorakimi genetycznymi predyspozycjami do nadci$nienia, niekoniecznie
sodozaleznego. Interesujace wigc byloby przeanalizowanie zmian patologicznych
w organizmie zwierzat do$wiadczalnych, ktére oprocz Srodowiskowego czynnika
zwigkszonej podazy sodu w diecie wykazuja genetyczne predyspozycje do rozwoju
nadci$nienia. Potgczenie obserwacji funkcjonalnych, prowadzonych zaré6wno na

zwierzetach czuwajacych, jak 1 w doswiadczeniach ostrych w narkozie (z zastosowaniem
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precyzyjnych pomiaréw, np. ukrwienia nerki), z obserwacja zmian aktywnoS$ci
czynnikow biochemicznych pozwolitoby uzyska¢ szersza wiedz¢ na temat roli
indukowanych zwigkszong podazg sodu przeksztalcen strukturalnych w nerce oraz
udziatu czynnych elementdw macierzy zewnatrzkomorkowej w tych procesach. Ponadto
bardzo interesujace byloby przyblizenie si¢ do rozstrzygnigcia watpliwosci, ktore
z obserwowanych proceséw sg bezposrednio zalezng od sodu przyczynag nadci$nienia

tetniczego.
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1.

Okreslenie wptywu wysokiej podazy sodu w diecie na ksztaltowanie si¢ ci$nienia
tetniczego krwi, a takze na parametry hemodynamiczne i czynno$¢ wydalnicza
nerek szczurow o réznych predyspozycjach do rozwoju nadci$nienia tetniczego
(szczury Wistar nieobcigzone genetycznymi predyspozycjami do rozwoju
nadci$nienia tetniczego i szczury SHR z takimi predyspozycjami);

Ustalenie zwigzku migdzy obserwowanymi zmianami w krazeniu nerkowym
1 w czynno$ci wydalniczej ze zmianami morfologicznymi w obrebie nerek;

Préba znalezienia czynnikow biochemicznych obecnych w  macierzy
zewnatrzkomorkowej, ktéore moglyby uczestniczy¢é w ksztaltowaniu zmian

czynnos$ciowo-morfologicznych.
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Dos$wiadczenia wykonano na samcach szczuréw ze stada Wistar ze zwierzetarni
IMDiK PAN (n = 56) i szczepu SHR — szczuré6w z genetycznie uwarunkowanym
nadcis$nieniem, ze zwierzetarni Instytutu Centrum Zdrowia Matki Polki w Lodzi (n = 33).
Procedury doswiadczalne zostaly zaaprobowane przez I Lokalng Komisje Etyczna

w Warszawie.
3.1. Doswiadczenia chroniczne i ostre

3.1.1. Doswiadczenie chroniczne

W chwili rozpoczgcia do§wiadczenia chronicznego szczury SHR byly w wieku
ok. 8-10 tyg.; zgodnie z og6lng charakterystyka szczepu szczury w tym wieku powinny
charakteryzowac si¢ ustabilizowanym nadci$nieniem tetniczym [Okamoto K 1 Aoki K,
1963; Tanase H i wsp., 1982]. Szczury Wistar (normotensyjne) i SHR byly karmione
pasza (SSNIFF GmbH, Soest, Niemcy) standardowg (STD, 0,25% Na, w/w) lub pasza
o wysokiej zawartosci sodu (HS, 4% Na, w/w) przez 21 dni. Powstate w ten sposob grupy
w dalszym tekscie skrotowo okreslane bedg jako:

e Wistar STD — szczury Wistar na diecie standardowej;

e Wistar HS21 — szczury Wistar na 21-dniowej diecie wysokosodowe;;

e SHR STD - szczury SHR na diecie standardowej;

e SHR HS21 - szczury SHR na 21-dniowej diecie wysokosodowe;.
W dodatkowych doswiadczeniach kontrolnych, sprawdzajacych zalozenia metodyczne,
wykorzystano rowniez grupy:

e Wistar HS10 — szczury Wistar na 10-dniowej diecie wysokosodowe;;

e Wistar HS28 — szczury Wistar na 28-dniowej diecie wysokosodowe;.

Zwierzeta przetrzymywane byty w klatkach hodowlanych w systemie o$wietlenia
dzien : noc = 12:12, ze staltym dostgpem do pozywienia i wody. Podczas diety dwa razy
w tygodniu czuwajacym szczurom pobierano z zyty ogonowej krew w celu oznaczenia
stezenia jonow Na' (Pn,) oraz substancji osmotycznie czynnych (Pogn) W 0soczu
oraz mierzono skurczowe ci$nienie krwi tetniczej (SBP; nieinwazyjna technika
mankietow okluzyjnych zaktadanych na ogon, system CODA, Kent Scientific
Corporation, Torrington, CT, USA). W czasie pomiaru SBP zwierz¢ta byly czegsciowo
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unieruchomione, a na ogony zakladano im mankiety okluzyjne z wbudowanym
czujnikiem okreslajagcym obok ci$nienia krwi rowniez czgstos$¢ tetna i przeptyw krwi
przez tetnice ogonowg. W ciggu tygodnia przed rozpoczeciem wilasciwych pomiarow
zwierzeta byty poddawane systematycznemu treningowi, ktory mial na celu ograniczenie
stresu 1 przyzwyczajenie zwierzgcia do spokojnego przebywania w rurce pomiarowe;.
Pomiar ci$nienia byl weryfikowany przez obserwacj¢ czestosci tetna (HR) — zgodnie
z zaleceniami producenta przy HR wyzszym niz 500 skurczéw/min pomiar ci$nienia
odrzucano, uznajac go za zbyt zafalszowany przez stres psychiczny, wynikajacy m.in.

z unieruchomienia zwierzgcia.

3.1.2. Chirurgiczne przygotowanie do doswiadczenia ostrego

W ostatnim dniu do$wiadczenia szczury usypiano za pomocg tiopentalu sodu
(100 mg/kg i.p.; Thiopental, Sandoz GmbH, Kundl, Austria), ktéry w zastosowanej
dawce zapewnia stabilne znieczulenie przez kilka godzin. Podczas catego doswiadczenia
monitorowano odruch rogéwkowy oraz sztywno$¢ ogona i w razie potrzeby dodawano
dozylnie odpowiednig objetos¢ (ok. 0,5-1 ml) rozcienczonego srodka znieczulajgcego.

Uwaga metodyczna: U zwierzat po diecie wysokosodowej zaobserwowano
zwigkszenie wrazliwosci na stosowang narkozg. Wyzej wymieniona dawka, skuteczna
i bezpieczna dla zwierzat po diecie STD, u zwierzat po diecie wysokosodowej
w wiekszosci przypadkéw prowadzita do zgonu. Dlatego tez ostatecznie zwierzgtom
ze zwiekszong podazg sodu w diecie podawano ok. 2/3 zalecanej dawki.

Temperatura ciata szczura byta utrzymywana na poziomie ok. 37 °C przy uzyciu
automatycznego systemu grzewczego (Fine Science Tools TR-200 21052-00 Animal
Temperature Controller, Biodirect Inc, Taunton, MA, USA). Wykonywano tracheotomig,
po czym umieszczano w tchawicy rurke polietylenowa zapewniajgc swobodng wymiang
gazowa. W czasie zabiegu chirurgicznego ubytek plynéw byt wyrownywany poprzez
infuzje dozylng (kaniula polietylenowa wprowadzona do zyly udowej) 3% roztworu
albuminy bydlecej (albumina, frakcja V, AppliChem GmbH, Darmstadt, Niemcy)
w ptynie Ringera (10 ml/’kg/h; Baxter Polska Sp. z o. 0., Warszawa, Polska). Kaniule
teflonowa wprowadzano poprzez tetnice udowg do aorty celem pomiaru $redniego
ci$nienia krwi tetniczej (MBP; Transducer M1567A, Philips Medizin Systeme Boblingen
GmbH, Boblingen, Niemcy); zalezne od zmian ci$nienia odksztalcenia membrany

czujnika byly przetwarzane na zmiany napigcia elektrycznego i rejestrowane w sposob
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ciagly. Nastgpnie wykonywano ciecie ledzwiowe, delikatnie uwalniano lewa nerke
z otaczajacych tkanek 1 tluszczu, pozostawiajac nienaruszong torebke wildknista
oraz szypute nerkowa. Tak przygotowany narzad umieszczano w holderze stosowanym
do badan mikropunkcyjnych. Moczowdd, po delikatnym usunigciu tkanki thuszczowej,
kaniulowano w celu dokonania zbidrki moczu, a takze zapewnienia swobodnego odptywu
moczu z nerki. Na tetnice nerkowa (po czesciowym jej oddzieleniu od zyly nerkowe;j)
zaktadano sond¢ elektroakustyczng typu MAPRBI1  ktéra, wspotpracujac
z przeplywomierzem ultradzwickowym (model T106, Transonic System Inc., Ithaca, NY,
USA),umozliwiata pomiar catkowitego przeplywu krwi przez nerke¢ (RBF). Przeptywy
krwi przez trzy strefy nerki mierzono z wuzyciem sond $wiattowodowych
wspolpracujacych z miernikiem przeptywu typu laser-Doppler (system Periflux 4001,
Perimed AB, Jarfalla, Szwecja): sondy powierzchniowej (korowy przeptyw krwi, CBF)
i sond iglowych (zewnatrzrdzeniowy i wewnatrzrdzeniowy przeptyw krwi, odpowiednio
OMBF i IMBF). Po wstgpnej ocenie wielkosci nerki sondy igtowe byly wbijane
na glebokos¢ 3 1 5 mm (odpowiednio sonda OMBF i IMBF, w przypadku nerki
o standardowej wielko$ci) lub 4 1 6 mm (w przypadku nerki o wigkszych rozmiarach).
Przeptyw krwi wyrazano w umownych jednostkach PU (Perfusion Unit). Wcze$niejsze
kalibrowanie sond w plynie kalibracyjnym (sygnal pomiarowy swobodnych ruchow
Browna = 250 PU) umozliwialo porownywanie pomiarow pomiedzy roéznymi
doswiadczeniami/ zwierzetami. Potozenie sond weryfikowano po zakonczeniu

doswiadczenia wykonujac ciecie podtuzne nerki. Nerki wazono.

3.1.3. Doswiadczenie ostre

Po zakonczeniu przygotowania chirurgicznego 1 umiejscowieniu sond laser-
Doppler infuzje roztworu albuminy zastgpowano infuzjg izotonicznego roztworu soli
fizjologicznej (10 ml/kg/h; Fresenius Kabi Polska Sp. z o. o., Warszawa, Polska).
Po ustabilizowaniu si¢ parametrow hemodynamicznych nerki rozpoczynano ciagly
pomiar ci$nienia krwi, catkowitego przeptywu krwi przez lewa nerke oraz przeptywow
strefowych, a takze prowadzono zbidrke moczu przez 30 minut. W zebranej probce
moczu okreslano diureze minutowa (objetos¢ moczu/czas zbiorki moczu w min), a takze

stezenie, a nastepnie wydalanie sodu (Un,V) 1 substancji osmotycznie czynnych (Ugysm V).
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3.1.4. Pobranie materialu na skrawki histologiczne i na oznaczenia biochemiczne

W przypadku grupy zwierzat przeznaczonych do pobrania materiatu do oznaczen
biochemicznych 1 do wykonania skrawkéw histologicznych, po zakonczeniu obserwacji
chronicznych nie przeprowadzano doswiadczenia ostrego =z poprzedzajagcym
przygotowaniem chirurgicznym. Bezposrednio po us$pieniu zwierzat tiopentalem sodu
(100 mg/kg i.p.) pobierano mocz z pgcherza. Prawa nerke wycinano, wazono, rozcinano
wzdluz i utrwalano w celu pdzniejszego wykorzystania do sporzadzenia preparatow
mikroskopowych: jedng potowe nerki utrwalano w 4% roztworze paraformaldehydu
(PFA; Eurochem BGD Sp. z o. o., Tarnéw, Polska), druga mrozono w izopentanie
(2-metylbutan, SIGMA-Aldrich, St Louis, MO, USA) schtodzonym cieklym azotem

i przechowywano w temp. -80 °C. Za pomoca igly iniekcyjnej pobierano z aorty krew.

3.2. Analiza probek moczu i krwi

3.2.1. Pobranie préobek i oznaczanie parametrow wydalniczych

Po okresleniu objetosci moczu poprzez wazenie (zaktadajgc gesto§¢ moczu rowng
gestosci wody) probke wirowano (800 g, 5 min). Krew wirowano (1500 g, 15 min, 4 °C),
zachowywano osocze. W probkach moczu i osocza oznaczano zawarto$¢ substancji
osmotycznie czynnych za pomocg osmometru (Osmomat 030, Gonotec GmbH, Berlin,
Niemcy), mierzgc obnizenie punktu zamarzania probki wzgledem punktu zamarzania
wody. Stezenie sodu mierzono przy uzyciu fotometru ptomieniowego (model PFP7,
Jenway, Essex, UK), po czym odczytywano z krzywej standardowej wykreslonej
na podstawie pomiardw roztwordw standardowych o znanym st¢zeniu sodu. Pozostatg
objetos¢ probek przechowywano w -80 °C w celu pozniejszego wykorzystania

do oznaczen biochemicznych.

3.2.2. Wykonanie testOw ELISA na probkach moczu i osocza

Zebrane probki moczu 1 osocza wykorzystano do oznaczenia st¢zenia VEGF-A
(ang. Vascular Endothelial Growth Factor A), NGAL (ang. Neutrophil Gelatinase-
Associated Lipocalin), metabolitow NO (NO,/NOs) 1 8-izoprostanu (8-izoprostaglandyny
F2a). Oznaczenia zostaty wykonane za pomoca testow enzymatycznych ELISA wedlug

instrukcji zataczonych przez producentow:
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e VEGF-A: nr kat. E90143Ra, Uscn Life Science Inc., Wuhan, Chiny;

e NGAL: nr kat. KIT 041, BioPorto Diagnostic, Gentofte, Dania;

e NO,/NOs: nr kat. 917-020, Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY, USA;

e 8-izoprostan: nr kat. 516351, Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, USA.
Pomiary zostalty wykonane za pomocg aparatu FLUOstar Omega z oprogramowaniem
do pomiaro6w Omega 1.30 i oprogramowaniem do analizy MARS 2.10 R3 (BMG Labtech
GmbH, Ortenberg, Niemcy). Poniewaz stezenie substancji w moczu zalezne jest nie tylko
od ilosci powstajacej substancji, ale rowniez od stopnia zagg¢szczania moczu
(osmolalnosci), wyniki otrzymane dla moczu standaryzowano poprzez przeliczenie ich

na osmolalno$¢ moczu.

3.3. Analiza histologiczna z uzyciem skrawkow parafinowych

3.3.1. Wykonanie barwien i znakowan na skrawkach parafinowych

Przygotowanie preparatow na skrawkach parafinowych odbyto si¢ we wspodtpracy
z zespotem pani prof. dr hab. Janiny Rafalowskiej z Zakladu Neuropatologii
Doswiadczalnej 1 Klinicznej IMDiK PAN.

Potéwki nerek utrwalane przez tydzien w 4% PFA odwadniano i zalewano
parafing. Z uzyskanych bloczkéw wykonywano skrawki (mikrotom SM 2000R, Leica
Microsystems Newcastle Ltd, Sheffield, South Yorkshire, UK) grubosci 5 pm, ktére
suszono w 56 °C. Przed barwieniem ze skrawkoéw usuwano parafine, a nastepnie
uwadniano. Na tak przygotowanych skrawkach wykonano barwienia hematoksylina-
eozyna (HE; hematoksylina, Fluka AG, Buchs SG, Szwajcaria; eozyna, Polskie
Odczynniki Chemiczne, Gliwice, Polska) celem uzyskania ogodlnej informacji o cechach
morfologicznych. Druga grupe skrawkow przeznaczono na wykonanie znakowania
przeciwciatami skierowanymi przeciwko:

e VEGF-A (1:400 w 1% BSA; krolicze poliklonalne, Abcam, Cambridge,
Cambridgeshire, UK). Przeciwcialo Il-rzgdowe: goat F(ab’)2 Fragment Anti-
Rabbit IgG (H+L)-Biotin (Beckman Coulter Inc., Marsylia, Francja);

e PCNA (1:200 w 1% BSA; mysie monoklonalne przeciwcialo NCL-L-PCNA,
Leica Biosystem Newcastle Ltd, Sheffield, South Yorkshire, UK). Przeciwciato
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II-rzgdowe: goat F(ab’)2 Fragment Anti-Mouse IgG (H+L)-Biotin (Beckman
Coulter Inc., Marsylia, Francja).
Wykonano réwniez negatywng kontrole metody, sporzadzajac preparaty wedlug

powyzszych procedur, lecz bez uzycia przeciwciat pierwszorzedowych.

3.3.2. Obliczenie indeksu uszkodzenia kl¢buszkow nerkowych

Do obliczenia indeksu uszkodzenia ktgbuszkéw [Sandberg MC i Laborde C, 2004]
wykorzystano skrawki wybarwione hematoksyling i1 eozyng. Pig¢dziesigt losowo
wybranych kiebuszkéw z kazdej nerki zostalo oszacowanych pod mikroskopem
$wietlnym (obrazy w powickszeniu 200x, fluorescencyjny mikroskop odwrocony
Axiovert 25 z kamerg cyfrowa Axiocam MRc 5 i oprogramowaniem Axio Vision
w wersji 4.8.2; Carl Zeiss Microscopy, Thornwood, NY, USA) wg potilosciowe] skali
uszkodzenia: stopien 0 — caly kigbuszek prawidlowy, 1 — uszkodzone do 25%
powierzchni kigbuszka, 2 — uszkodzenie w granicach 25-50% powierzchni kigbuszka, 3 —
uszkodzenie w granicach 50-75% powierzchni kigbuszka, 4 — uszkodzone 75-100%
ktgbuszka. Indeks uszkodzenia kiebuszkow (IUK) policzono wedlug wzoru
IUK = [(1 xn;) + (2 xm)+ (3xn3) + (4 xn4)]/ (ng +1ny +ny +n3 + ny), gdzie ny jest
liczba kiebuszkow w kazdym ze stopni zniszczenia. Wynik IUK miescil si¢ w skali
od 0 do 4.

3.3.3. Obliczenie stopnia uszkodzenia rdzenia nerkowego

Do okreslenia stopnia uszkodzenia obydwu obszaréw rdzenia (zewngtrznego
1 wewngetrznego) wykorzystano preparaty parafinowe wyznakowane przeciwko PCNA.
Wykonano zdje¢cia dwudziestu losowo wybranych obszarow z kazdej nerki (dziesigé
z obszaru rdzenia zewngtrznego i1 dziesie¢ z obszaru rdzenia wewngtrznego, pole
widzenia 315 x 210 um). Za pomocg programu ImageJ (wersja 1.45s, Wayne Rasband,
National Institutes of Health, USA) obliczono catkowitg liczbe jader oraz udziat jader
wyznakowanych przeciwko PCNA w ogdlnej ich puli.
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3.4. Analiza tkanek nerki z uzyciem skrawkow mrozeniowych

3.4.1. Wykonanie skrawkéw mrozeniowych

Potéwke nerki zamrozona w izopentanie schtodzonym cieklym azotem zatapiano
w medium mrozeniowym (NEG 50, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA), po czym
w mikrotomie niskotemperaturowym (Microm HM 550, GMI Inc., Minneapolis, MN,
USA) wykonywano skrawki grubosci 14 pum. Skrawki przeznaczono do wykonania
zymografii zelatynowej in situ celem uwidocznienia struktur wykazujacych aktywnos$¢

zelatynolityczng.

3.4.2. Zymografia zelatynowa in situ

Aktywno$¢ zelatynolityczng metaloproteinaz (MMP2 1 MMP9) okreslano
za pomocg zymografii zelatynowej in situ; metoda ta opiera si¢ na traktowaniu skrawkow
mrozeniowych zelatyng skoniugowang z fitochromem FITC (nr kat. D12054, Invitrogen,
Life Technologies Inc., Grand Island, NY, USA), ktérej degradacja wyzwala $wiecenie.
Zelatyne rozpuszczano w buforze aktywujacym (50 mM Tris-HCI pH 7,5, 200 mM NaCl,
5 mM CaCl,; koncowe stgzenie zelatyny 100 pg/mL). Skrawki mrozeniowe suszono
w temperaturze pokojowej, pokrywano roztworem zelatyny i inkubowano
w zaciemnionej wilgotnej komorze (2 h, 37 °C), po czym utrwalano $wiezo
przygotowanym zimnym roztworem PFA w PBS (4%, 15 min; PBS: Gibco, Life
Technologies Inc., Grand Island, NY, USA). Znakowanie jagder wykonywano za pomoca
roztworu Hoechst 33258 (1:150, 15 min; SIGMA-Aldrich, St Louis, MO, USA).
Preparaty pokrywano zamykaczem do preparatow fluorescencyjnych (Fluorescent
Mounting Medium, Dako North America Inc., Carpinteria, CA, USA), nakltadano
szkietka nakrywkowe, suszono 12 h w temperaturze pokojowej i1 przechowywano
w zaciemnionych kasetkach w temp. 4 °C. W celu wykluczenia niespecyficznej
fluorescencji na czgsci preparatbw wykonano negatywna kontrole: do buforu
aktywujacego dodano 1,10-O-fenantroling (Invitrogen, Life Technologies Inc., Grand
Island, NY, USA), inhibitor metaloproteinaz (chelator jonéw cynku) o szerokim spektrum
dziatania w koncowym stezeniu 1 mM.

Wyniki  badan  oceniano w  mikroskopie konfokalnym (LSM 580
z oprogramowaniem Zen 2008, Carl Zeiss Microscopy, Thornwood, NY, USA).

Dla wzbudzenia fluorescencji FITC korzystano z lasera argonowego 488 nm, a do
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wzbudzenia fluorescencji Hoechst 33258 lasera 405 nm. Obraz rejestrowano za pomoca
kamery cyfrowej CCD-4230. Dalsza analiza zdj¢¢ odbywala si¢ z uzyciem programu

Imagel.

3.5. Analiza statystyczna

W analizie statystycznej postuzono si¢ programem Statistica (wersja 10, StatSoft
Inc., Tulsa, OK, USA). Do oceny statystycznej profiléw mierzonych zmiennych w czasie
(wewnatrz jednej grupy) stosowano dwuczynnikowag analize wariancji (ANOVA)
dla powtarzanych pomiarow. Warto$ci dla indywidualnych punktow w czasie
porownywano za pomocg testu t Studenta dla zmiennych zaleznych. Do poréwnania
miedzy grupami stosowano klasyczng odmiang ANOVA, a nastgpnie zmodyfikowany test
t Studenta dla zmiennych niezaleznych lub test post-hoc Newmana i Keulsa; unikano
wielokrotnych poréwnan. Dla wybranych parametrow obliczano rowniez korelacje.
W tekscie, tabelach i na rycinach zaznaczano $rednig (ang. mean) oraz btad standardowy
sredniej (SEM, ang. Standard Error of the Mean) jako miar¢ rozrzutu danych. Za istotng
statystycznie réznice¢ przyjmowano poziom istotnosci p < 0,05. Na rycinach zaznaczano

trzy stopnie istotnosci: p < 0,05 (* lub #), p < 0,01 (** lub ##), p < 0,001 (*** lub ###).
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4.1. Wplyw wysokiej podazy sodu w diecie na ciSnienie krwi tetniczej
i parametry osocza u zwierzat czuwajacych (doswiadczenia chroniczne)

W dniu rozpoczgcia do$wiadczenia chronicznego szczury obydwu stad miaty
poréwnywalne warto$ci ci$nienia skurczowego krwi (138 + 5 mmHg dla szczurow
Wistar, 140 = 3 mmHg dla szczurow SHR). W ciggu stosowania diety wysokosodowe]
skurczowe cisnienie krwi tetniczej stopniowo rosto, osiggajac warto$ci znamiennie rdézne
wzgledem dnia 0 juz w drugim dniu dla szczuréw Wistar (148 = 5 mmHg; p < 0,05)
1 w piatym dniu dla szczuréw SHR (149 + 2 mmHg; p < 0,05). Szczury SHR reagowaty
na diete wysokosodowg silniejszym wzrostem ci$nienia tetniczego niz szczury Wistar; od
dnia dziewigtnastego rdznica migdzy grupami byla statystycznie istotna (155 = 3 mmHg
dla Wistar, 170 + 3 mmHg dla SHR; p < 0,01), natomiast opisana tendencja byta
widoczna juz od dnia dwunastego (Ryc. 6).

U szczurow SHR stezenie jondOw sodu w osoczu nie byto zalezne od rodzaju diety.
Jedynie szczury Wistar zareagowaly na diete wysokosodowa wzrostem stezenia jonow
Na" w osoczu, poczawszy od dnia dziewigtego, osiagajac zarazem wartoéci wyzsze niz
u szczuréw SHR na tej samej diecie (151 = 3 mM vs 144 £ 2 mM; p < 0,05; Ryc. 7),
natomiast zwigkszona podaz sodu nie miala wplywu na stezenie ogdtu substancji
osmotycznie czynnych w osoczu u zadnej z grup; u badanych zwierzat parametr ten
wahal si¢ w granicach 296-307 mOsm/kg H,O.

Przez trzy tygodnie dos$wiadczenia chronicznego szczury na diecie
wysokosodowej przybieraly na wadze znacznie mniej (Wistar, A: 51 = 4 g HS21 vs
84 £5 g STD; SHR, A: 39 +4 g HS21 vs 68 £4 g STD; p <0,001), ponadto szczury SHR
na diecie STD rosty znacznie wolniej niz szczury Wistar na tej samej diecie (A: 68 +4 g

vs 84+ 5 g; p <0,05; Ryc. 8).
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Ryc. 6. Wplyw diety wysokosodowej na skurczowe ciSnienie krwi tetniczej (SBP)
u czuwajacych szczuréw. Zaznaczono istotnie roznice w tych samych punktach
czasowych: * — w obrebie stada (Wistar STD vs Wistar HS21 lub SHR STD vs SHR
HS21; p < 0,05), ## — w obrebie diety (Wistar STD vs SHR STD lub Wistar HS21
vs SHR HS21; p < 0,01). Istotnych roéznic wzgledem dnia 0 nie zaznaczono dla lepszej
czytelnos$ci ryciny (Wistar HS21 od dnia 2., SHR HS21 od dnia 5.; p < 0,05). Liczebnos¢
grup: Wistar STD n =9, Wistar HS21 n = 14, SHR STD n= 10, SHR HS21 n = 12.
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Ryc. 7. Wplyw diety wysokosodowej na stezenie jonow sodu w osoczu (Pn,)
u czuwajacych szczuréow. * — wartosci dla Wistar HS21 istotnie rozne od wartosci dla
SHR HS21 mierzonych w tych samych dniach (p < 0,05). Liczebno$¢ grup: Wistar STD
n = 8, Wistar HS21 n = 13, SHR STD n = 10, SHR HS21 n = 12. Pozostale oznaczenia
jak na Ryc. 6.
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4.2. Zmiany morfologiczne nerki powstajace w nastepstwie dzialania
diety wysokosodowej

U szczurow obydwu stad zaobserwowano zwigkszenie masy nerki w odpowiedzi
na diet¢ wysokosodowa, jednak wzrost masy nerki szczurow SHR byl okoto dwukrotnie
mniejszy niz u szczurow Wistar (Ryc. 9). Ponadto, podczas przygotowania
chirurgicznego, wyraznie zarysowywata si¢ roznica w stanie najwigckszych naczyn
krwionosnych, ktéore u zwierzat po diecie wysokosodowej byly kruche, a ich $ciany
ulegaly rozwarstwianiu. Obserwowano réwniez wzrost wrazliwosci zwierzat na narkoze

(uwaga w Rozdz. 3.1.2).

4.2.1. Zmiany w obre¢bie kory nerki — obraz morfologiczny z ocena stopnia

uszkodzenia

Kora nerki szczurow Wistar na diecie standardowej wybarwiona hematoksyling
1 eozyng wykazywala prawidtowa uporzadkowang strukture. Dato si¢ w niej wyr6znié
struktury ktgbuszkoéw oraz kanalikow kretych, a takze niewielkie obszary §rédmigzszu.
Komoérki $cian kanalikow byty foremne, zblizone do prostopadioscianu, z centralnym
okraglym jadrem (Ryc. 10a). Komorki srodblonka naczyn kigbuszka mialy typowe, lekko
wydtuzone jadra; w $wietle naczyn widoczne byly erytrocyty. Komoérki nabtonkowe
torebki kiebuszka byly podluzne z wateczkowatym jadrem (Ryc. 11a). Znakowanie
przeciwko PCNA wykazato jedynie pojedyncze jadra wyznakowane pozytywnie —
pojawialy sie one zard6wno w strukturach kiebuszka (Ryc. 1le), jak i kanalikow
(Ryc. 10d).

Zwigkszenie podazy sodu w diecie u szczurow Wistar owocowato zmianami
w strukturze morfologicznej kiebuszkéw, ktora ulegala nieznacznemu rozrzedzeniu.
W niektorych klebuszkach pojawiata si¢ wakuolizacja, czasem obkurczenie struktur
naczyniowych kigbuszka (Ryc. 10b). Rownoczesnie liczba jader wyznakowanych
przeciwko PCNA byta znacznie wigksza; tak wyznakowane jadra obserwowano zarowno
w strukturach ki¢buszkow (Ryc. 11f), jak 1 kanalikow (Ryc. 10j).

Morfologia kory szczurow SHR na diecie standardowej odbiegata znacznie
od morfologii szczur6w Wistar na tej samej diecie. Obserwowano liczne obszary
z komoérkami o trudnych do okreslenia granicach, co sugerowaloby wystgpowanie
lokalnego obrzgku tkanki (Ryc. 13a). Wyrazne byto rowniez uszkodzenie kiebuszkow, w

ktorych rozrzedzenie struktur wystepowato wraz z utrata prawidtowego ksztattu jader
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Przyrost masy ciata przez 21 dni diety
[9]
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Ryec. 8. Poréwnanie przyrostu masy ciala w zaleznoSci od diety. *** — por6wnanie w
obrgbie stada (p < 0,001), # — poréwnanie w obrebie diety (p < 0,05). Liczebnos$¢ grup:
Wistar STD n = 13, Wistar HS21 n=19, SHR STD n =10, SHR HS21 n=12.

Masa prawej nerki jako % masy ciata
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Ryc. 9. Przyrost masy nerki po 21 dniach diety wysokosodowej wyrazony jako
procent masy ciala. * — poréwnanie w obregbie stada (*** — p < 0,001 dla szczurow
Wistar, ** — p < 0,01 dla SHR), # — porownanie w obrgbie diety (p < 0,05). Liczebnos¢
grup: Wistar STD n =17, Wistar HS21 n= 16, SHR STD n =8, SHR HS21 n = 12.
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(Ryc. 1lc). Jadra wyznakowane przeciwko PCNA wystepowaly zard6wno w $cianach
kanalikow, komorkach kiebuszka, jak i komodrkach nabtonkowych torebki kiebuszka
(Ryc. 11g), lecz nie w §rédmigzszu (Ryc. 13d). W obrgbie kory nerki szczuréw SHR po
diecie wysokosodowej pojawiaty si¢ liczne obszary silnie zwakuolizowane (Ryc. 13g).
Struktury kigbuszka byly znaczaco zniszczone (Ryc. 11d). Zmianom tym towarzyszyt

znaczny udziat jader wyznakowanych przeciwko PCNA (Ryc. 11h, 13j).

4.2.2. Indeks uszkodzenia klebuszkow

Oszacowanie indeksu uszkodzenia kiebuszkoéw w czterech omawianych grupach
pokazato, ze zniszczenie klgbuszkéw pod wptywem diety wysokosodowej jest znacznie
wigksze u SHR (1,74 £ 0,18 vs 0,78 £ 0,17; p < 0,01), ktérych kigbuszki juz wyjsciowo
sg bardziej uszkodzone niz u szczuréw Wistar (SHR: 0,95 = 0,12 vs 0,51 £ 0,03;
p < 0,01). Interesujace jest, ze indeks uszkodzenia kiebuszkow dla szczurow SHR na
diecie STD zblizony jest do wartosci tego indeksu dla szczurow Wistar na diecie

wysokosodowej (Ryc. 12).

4.2.3. Zmiany w obre¢bie rdzenia nerki — obraz morfologiczny

Rdzen nerki szczuréw Wistar na diecie standardowej w barwieniu hematoksylina-
eozyna wykazywal uporzadkowang strukture odmienng od struktur kory. Wigzki
kanalikow 1 naczyn przebiegaly w nim rownolegle, zbiegajac w dot do brodawki
nerkowej, a nastepnie wracajac w rownie regularny sposob w gore, do kory. Wyrazne
rozgraniczenie migdzy zewnegtrznym a wewnetrznym obszarem rdzenia byto tatwo
zauwazalne w obrazie mikroskopowym.

W obrebie rdzenia dato si¢ wyrdzni¢ trzy rodzaje struktur. Sciany grubych
odcinkéw kanalikow ztozone byly z komoérek o morfologii zblizonej do korowych
odcinkéw kanalikow (komorki szeScienne z centralnie potozonym okraglym jadrem).
Cienkie odcinki kanalikow charakteryzowaty komoérki o objetosci znacznie mniejszej niz
komorki $cian grubego odcinka, z potozonym peryferyjnie jadrem o ksztalcie lekko
wydtuzonym, lecz zblizonym w przekroju do kota. Trzecig kategorig struktur byly
naczynia wlosowate, ktorych $ciany zbudowane byly z pojedynczej warstwy komorek
srodbtonkowych — silnie sptaszczonych o przecinkowatych jadrach (Ryc. 10b, 10c).

Roéznice w stopniu wyznakowania przeciwko PCNA byly widoczne juz przy

niewielkich powiekszeniach — granica migdzy rdzeniem zewng¢trznym a wewnetrznym
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rysowala si¢ jeszcze wyrazniej, bowiem zewnetrzny obszar rdzenia zawieral znacznie
wiecej jader wyznakowanych. Dalo si¢ wyraznie odr6zni¢ blade, niewyznakowane pasma
naczyn krwiono$nych. Jadra wyznakowane przeciwko PCNA wystepowaty stosunkowo
licznie w $cianach kanalikow (w poréwnaniu z korg), jednakze nie w $cianach naczyn
(Ryc. 10e, 101).

Dieta wysokosodowa zwigkszata u szczurow Wistar stopien wypelnienia naczyn
krwionosnych krwig w obydwu obszarach rdzenia (Ryc. 10h, 10i). Dodatkowo w
$cianach kanalikow obserwowano lokalny ubytek komoérek (Ryc. 10h, strzalki).
Zwigkszenie podazy sodu rownoczesnie wigzato si¢ ze wzrostem liczby jader
wyznakowanych przeciwko PCNA. Roéznica wyznakowania rdzenia zewngtrznego
1 wewngtrznego nadal byta widoczna, lecz nie tak wyraznie (Ryc. 10k, 101).

Obszar rdzenia zewngtrznego (OM) u szczurow SHR na diecie standardowej
cechowaty liczne obrzmienia, zamykajace $wiatlo kanalikow. Przekrwienia, ktore
u szczurdw Wistar pojawity si¢ po diecie wysokosodowej, tu obserwowane byly nawet
bez podwyzszonej podazy sodu w diecie (Ryc. 13b, 13c). Liczba jader wyznakowanych
przeciwko PCNA byla znaczna (Ryc. 13e, 13f), z tym, ze w obrgbie rdzenia
wewngtrznego (IM) w grupie jader wyznakowanych dominowaly przecinkowate jadra
komoérek $rodbtonkowych naczyn. Ponadto w rdzeniu wewnetrznym wyraznie
zarysowywato si¢ przerzedzenie tkanki oraz liczne ubytki komorek w $cianie kanalikow
(Ryc. 13f, strzatki).

W wyniku zwigkszonej podazy sodu struktury rdzenia nerek szczuréw SHR
ulegaly dalszym uszkodzeniom; znajdowano np. liczne kanaliki o cienkich $cianach
z miejscowym ubytkiem komoérek (Ryc. 13h, strzatki). Rdzen zewngtrzny
charakteryzowal si¢ dos$¢ przerzedzong strukturg (Ryc. 13h). Obserwowane u szczurow
Wistar na diecie standardowej pasma naczyn z niewyznakowanymi jadrami u szczurow
SHR na tej samej diecie wystepowaly rzadziej, a tworzace je naczynia miaty cienkie
$ciany. Przecinkowate jadra byly wyznakowane przeciwko PCNA (Ryc. 13k). W rdzeniu
wewnetrznym natomiast wyznakowane byly glownie okragle jadra komodrek S$cian
kanalikow (Ryc. 131). Pomi¢dzy kanalikami przewazaty niewyznakowane okragle jadra,

prawdopodobnie jadra komorek §rodmigzszu.
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Ryc. 11. Zmiany w morfologii kl¢gbuszkow nerkowych w zaleznosci od podazy sodu
w diecie u szczurow Wistar i SHR. Powi¢kszenie 200x. HE — barwienie hematoksylina-
eozyna, PCNA — znakowanie przeciwko jadrowemu antygenowi komorek
proliferujacych. STD — dieta standardowa, HS21 — szczury po 21 dniach diety
wysokosodowej. Liczebno$¢ kazdej grupy n = 5. a — prawidlowy kiebuszek; b — lekko
obkurczony kiebuszek z pojedynczymi wakuolami; ¢, d — uszkodzenia kiebuszkow
u szczurdw SHR sa obecne niezaleznie od diety, po diecie HS zniszczenia sg poglebione;
e — komorki prawidlowego klebuszka nie ulegajg wyznakowaniu przeciwko PCNA;
f — liczne wyznakowane przeciwko PCNA jadra komoérkowe réznych struktur kigbuszka;
g, h — znakowanie przeciwko PCNA u szczurow SHR jest pozytywne niezaleznie
od diety.

[jednostki Indeks uszkodzenia kigbuszkéw

umowne]
‘ T

2,0 -
1,5 -
Wistar SHR

STD
10 .
mHS21

05 -

0,0 -

Ryc.12. Stopien uszkodzenia szczurzych klebuszkow nerkowych w zaleznoSci
od podazy sodu w diecie. ** — roznica istotna w obrebie stada, ## — roznica istotna
w obrebie diety (p < 0,01). Skala uszkodzenia: od 0 (0% uszkodzonej powierzchni
ktebuszkoéw) do 4 (100% uszkodzonej powierzchni kigbuszkéw). Liczebnos$¢ kazdej
grupy: n =5 (z kazdego zwierzecia oceniono stan 50 klebuszkéw wybranych losowo).
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4.2.4. Liczebnos¢ jader i indeks jader wyznakowanych przeciwko PCNA — rdzen

zewnetrzny i wewnetrzny

Ze wszystkich czterech grup tylko szczury Wistar na diecie STD cechowata
roznica ogolnej liczby jader komorkowych (wszystkich zliczonych razem, bez wzgledu
na réznice morfologiczne) pomigdzy rdzeniem zewnetrznym a wewngtrznym (9809 = 130
jader/mm? vs 9304 + 184 jader/mm?; p < 0,05; Ryc. 14A). Rowniez tylko w tej grupie
rdzen zewnetrzny réznit si¢ od rdzenia wewngtrznego odsetkiem jader wyznakowanych
przeciwko PCNA (41 + 3% vs 21 £ 3%; p < 0,01; Ryc. 15A). Po diecie wysokosodowe;j
u szczurdw Wistar obserwowano obnizenie liczby jader w obydwu strefach rdzenia
(OM do wartosci 8278 + 188 jader/mm?; p < 0,001; IM do wartosci 8102 + 153
jader/mm?; p < 0,05; Ryc. 14B). Wzrastal tez znacznie udzial jader wyznakowanych
przeciwko PCNA w ogoélnej puli jader (OM do wartosci 74 + 1%; p < 0,05; IM
do wartosci 67 £ 1%; p < 0,001). Szczury SHR na diet¢ wysokosodowa reagowaty
w odmienny sposob: obnizenie ogolnej liczby jader dotyczyto tylko rdzenia zewn¢trznego
(6783 + 142 jader/mm” dla SHR HS21 vs 7701 + 308 jader/mm? dla SHR STD; p < 0,05),
w rdzeniu wewnetrznym obserwowano jedynie pewna tendencje do takiego
zréznicowania. Udziat jader wyznakowanych przeciwko PCNA w ogodlnej puli jader
réwniez nie ulegal wyraznej zmianie w obydwu warstwach, zaznaczala si¢ tylko lekka
tendencja wzrostowa (Ryc. 15B).

Na diecie STD szczury Wistar charakteryzowaly si¢ wigksza liczbg jader
w obydwu obszarach rdzenia niz szczury SHR (9809 + 130 jader/mm? dla Wistar STD
OM vs 7701 + 308 jader/mm® dla SHR STD OM; p < 0,001; 9304 + 184 jader/mm’
dla Wistar STD IM vs 7554 + 280 jader/mm” dla SHR STD IM; p < 0,01; Ryc. 14A).
Pomimo, ze dieta wysokosodowa obnizata stosunek liczby jader obydwu obszarow
rdzenia niezaleznie od stada, nadal rysowata si¢ roznica migdzy szczurami Wistar i SHR;
te pierwsze po diecie wysokosodowej miaty w dalszym ciggu wigcej jader komérkowych
na 1 mm? skrawka rdzenia zewnetrznego niz SHR (Wistar HS21 OM 8278 + 188 vs SHR
HS21 OM 6783 + 142; p < 0,01). Podobng tendencj¢ obserwowano w rdzeniu
wewnetrznym (Ryc. 14A).

66



4. Wyniki

. . *%*
[liczba jader *
103/mm?] *k
12 - *kk
|— * —l *%*
8 mrdzen
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Wistar STD Wistar HS21 SHR STD SHR HS21

B [liczba jader *
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4
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Wistar OM Wistar IM SHR OM SHR IM
Ryc. 14. Liczebnos¢ jader komorkowych - porownanie obszaru rdzenia

zewnetrznego (OM) i wewnetrznego (IM) (A), porownanie wplywu wysokiej podazy
sodu w diecie (B). Poroéwnania statystyczne: * —p <0,05; ** —p <0,01; *** — p <0,001.
Liczba n = 5 dla kazdej z czterech grup (w obszarach OM i IM zliczano jadra z dziesigciu
pol widzenia o powierzchni ok. 66 150 pm? kazde).
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Ryec. 15. Udzial jader wyznakowanych przeciwko PCNA w ogoélnej liczbie jader —
porownanie obszaru rdzenia zewnetrznego (OM) i wewnetrznego (IM) (A),
porownanie wplywu wysokiej podazy sodu w diecie (B). Poro6wnania statystyczne
zostaty wykonane na warto$ciach absolutnych. Wszystkie oznaczenia jak na Ryc. 14.
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4.3. Doswiadczenia ostre — parametry hemodynamiczne

Srednie ci$nienie krwi tetniczej (MBP) mierzone w aorcie u SHR, bez wzgledu na
dietg, bylo znacznie wyzsze niz u szczuréw Wistar (137 = 5 vs. 103 = 2 vs dla STD;
138 £ 1 vs. 112 £ 5 mmHg dla HS21; p < 0,001; Ryc. 16). Podobnie przeptyw korowy
(CBF) u SHR na diecie standardowej byl znamiennie wyzszy niz u szczuréw Wistar
(665 = 61 PU vs 589 + 40 PU; p < 0,01; Ryc. 18), mimo Ze masa nerki i przeptyw
calkowity (RBF) — wielko$ci, od ktoérych przeptyw korowy powinien by¢ zalezny —
u obydwu grup byly zblizone. Szczury SHR na podwyzszong podaz sodu zareagowaly
niewielkim obnizeniem CBF, podczas gdy u szczurow Wistar pozostat on na zblizonym
poziomie (Ryc. 18) W obydwu stadach zaobserwowano niewielki wzrost RBF (Ryc. 17).

Dieta wysokosodowa obnizyla stosunek ukrwienia rdzenia zewngtrznego
do wewnetrznego niezaleznie od stada (Ryc. 19A), jednakze jest to wynik zmiany
roznych sktadowych tego stosunku; u szczurow Wistar jest to gtownie spowodowane
wzrostem ukrwienia rdzenia wewngtrznego, podczas gdy u SHR nastgpstwem obnizenia
ukrwienia rdzenia zewngtrznego (Ryc. 19B). Obnizenie stosunku ukrwienia réznych
warstw rdzenia postepowato wraz z dtugoscig stosowania diety (1,16 £ 0,20 dla STD,
1,03 + 0,20 dla HS10, 0,84 + 0,12 dla HS21, 0,7 + 0,13 dla HS28; » = -0,35, p < 0,05;
Ryc. 20).

Poniewaz pomiar ukrwienia rdzenia zewngetrznego i wewngtrznego wykonywano
niezaleznymi sondami, by potwierdzi¢ wiarygodnos$¢ otrzymanego zwigzku pomiedzy
dhlugoscig trwania diety a obnizeniem si¢ stosunku OMBF/IMBF wykonano seri¢
doswiadczen na szczurach Wistar, w ktorych obydwa przeptywy mierzone byty ta sama
sondg przesuwang za pomoca mikromanipulatora miedzy pozadanymi warstwami.
Uzyskane wyniki byty zblizone do tych obliczonych na podstawie pomiarow dokonanych
niezaleznymi sondami. Co wigcej, szczury Wistar o wydtuzonej dlugosci diety
wysokosodowej do 28 dni wykazywaly jeszcze glebszy spadek stosunku OMBF/IMBF
niz szczury Wistar po diecie HS21 (1,22 + 0,19 dla STD, 0,75 + 0,04 dla HS2I,
0,59 + 0,23 dla HS28; Ryc. 21A). Stosunek ukrwienia obu obszarow rdzenia rowniez
wykazywat ujemna korelacj¢ z czasem trwania diety (dla pomiaréw dwiema sondami:

r=-0,35; p <0,05; dla pomiaréw jedng sonda: » =-0,77; p < 0,05; Ryc. 21B, 22B).
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Ryc. 16. Wplyw diety wysokosodowej na Srednie ci$nienie krwi tetniczej (MBP) u szczurow
w narkozie. ### — istotna réznica mi¢dzy grupami SHR i Wistar w obregbie tej samej diety
(»p < 0,001). Liczebnos¢ grup: Wistar STD n = 12, Wistar HS21 n = 11, SHR STD n = 10,
SHR HS21 n=6.

RBF
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6 ISTD
IH521
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Ryc. 17. Wplyw zwiekszonej podazy sodu w diecie na calkowity przeplyw krwi przez nerke
mierzony u szczuréw w narkozie. Liczebno$¢ grup: Wistar STD n = 12, Wistar HS21 n = 11,
SHR STD n= 10, SHR HS21 n=6.

CBF

ISTD
u HS21

Wistar

[PU]
900 -

Ryc. 18. Wartosci przeplywu krwi przez kore nerki w zaleznosci od rodzaju diety.
## — SHR vs Wistar (p < 0,01). Liczebnos¢ grup: Wistar STD n = 12, Wistar HS21 n = 11,
SHR STD n =10, SHR HS21 n=6.
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A Stosunek OMBF/IMBF

mSTD
mHS21

Wistar SHR

B Zmiana OMBF i IMBF pod wptywem diety HS21
[PU]
60 -
BA OMBF
40 -
mA IMBF

20

-60 Wistar SHR

Ryc. 19. Charakterystyka ukrwienia roznych obszarow rdzenia nerki — stosunek
ukrwienia rdzenia zewnetrznego (OMBF) do wewnetrznego (IMBF) (A), Kierunki
zmian w ukrwieniu roznych stref rdzenia nerki w zaleznosci od diety wysokosodowej
(B). Liczebnos¢ grup: Wistar STD n = 10, Wistar HS21 n = 10, SHR STD n = 10,
SHR HS21 n=6.
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Ryc. 20. Zmiany w proporcjach ukrwienia dwoch obszaréw rdzenia w zaleznosci
od dlugosci trwania diety wysokosodowej. Oba parametry wykazuja korelacje
(r = -0,35; p < 0,05). Wartosci dla grupy STD potraktowano jako dzien 0 diety HS.
Linia ciagla na wykresie B przedstawia lini¢ trendu, linie przerywane — przedziat ufnos$ci
(0,95). Liczebnos¢ grup: STD n=10, HS10 n=6, HS21 n= 10, HS28 n = 8.
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Ryc. 21. Porownanie stosunku ukrwienia rdzenia zewnetrznego do wewnetrznego
(OMBF/IMBF) uzyskanego z pomiarow przeprowadzonych jedna lub dwiema
niezaleznymi sondami iglowymi u szczuréw stada Wistar (A) oraz korelacja zmian
w zaleznos$ci od dlugosci diety (B). Szczury utrzymywane byly na diecie standardowe;j
(STD), wysokosodowej przez 21 (HS21) lub 28 (HS28) dni. Parametry dla pomiarow
dwiema sondami iglowymi s3 tozsame z Ryc. 20A. Korelacje dla nich przedstawia
Ryc. 20B. Korelacja dla pomiarow wykonanych jedng sonda przedstawia wykres 21B:
stosunek OMBF/IMBF mierzony jedna sonda iglowa wykazuje korelacje z dtugoscia
diety wysokosodowej (» = -0,77; p < 0,05). Wartosci dla grupy STD potraktowano jako
dzien 0 diety HS. Linia ciggta na wykresie B przedstawia lini¢ trendu, linie przerywane —
przedziat ufnosci (0,95). Liczebno$¢ grup: STD n = 5, HS21 n = 4, HS28 n = 5
(dla pomiarow wykonywanych za pomoca jednej sondy igtowej); STD n = 10, HS21
n =10, HS28 n = § (dla pomiar6w wykonywanych za pomocg dwoch sond igtowych).
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4.4. Doswiadczenie ostre — parametry wydalnicze

Zwigkszona podaz sodu w diecie nasilata takze procesy wydalnicze, prowadzac
u obydwu stad zwierzat do zwigkszenia diurezy (V), wydalania sodu (Uy,V) 1 ogoélu
substancji osmotycznie czynnych (UysmV; Rys. 22). SHR zareagowaty na diet¢ znacznie
bardziej wzmozonym wydalaniem wody (13,3 + 3,9 pL/min vs 6,7 = 1,0 pulL/min;
p < 0,05; Ryc. 22A) i wigkszym wzrostem wydalania sodu (4,03 + 1,15 pmol/min
vs 1,88 £ 0,40 umol/min; p < 0,05; Ryc. 22B) niz szczury Wistar. Warto zwroci¢ uwage,
ze wydalanie sodu u szczurow SHR bylo juz wyjsciowo dwukrotnie wyzsze

niz u szczuréw Wistar (0,18 = 0,03 pmol/min vs 0,09 = 0,01 umol/min; p < 0,01).

4.5. Analiza osocza i moczu z wykorzystaniem testow ELISA

Zastosowanie testu ELISA do oznaczenia st¢zenia NGAL pozwolito stwierdzié,
ze wydalanie tego zwigzku nie zmienia si¢ wyraznie pod wpltywem diety (Ryc. 23B).
Jego stezenie w osoczu bylo wyzsze u szczur6w SHR po diecie wysokosodowej niz
u szczuréw Wistar na tej samej diecie (210 += 12 U/mL vs 138 = 18 U/mL; p < 0,01;
Ryc. 23A).

Dieta wysokosodowa podwyzszyla znacznie poziom metabolitow tlenku azotu
(NO2/NO3) w osoczu zarowno u szczurOw Wistar, jak i SHR (Ryc. 24A). Zmiany tej
nie obserwowano w moczu (Ryc. 24B).

Oznaczenie stgzenia wolnej frakcji 8-izoprostanu (8-izoprostaglandyny F2a)
w osoczu wykonano wyltacznie dla szczurow Wistar przebywajacych na diecie
wysokosodowej 10, 21 lub 28 dni. Wolny 8-izoprostan osiagal najwyzsze stezenie
w osoczu u szczurdw po 10 dniach diety HS, po czym wracal do warto$ci zblizonych
dla grupy kontrolnej (Ryc. 25).

Wysoka podaz sodu pociggata za sobg bardziej intensywne wydalanie VEGF-A
w moczu u szczuréw z obydwu stad. Jednakze przy podobnych wartosciach kontrolnych
(u zwierzat na diecie STD) wzrost ten byl znacznie wigkszy u szczurow SHR niz Wistar
(16,61 £ 1,77 ng/mOsm vs 7,63 + 3,83 ng/mOsm; p < 0,05; Ryc. 26). Wydalanie VEGF-
A pozostawato w silnej korelacji z indeksem uszkodzenia kigbuszkow (r = 0,67; p < 0,02;

Ryc. 27).
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Ryc. 22. Wplyw wysokiej podazy sodu w diecie na wydalanie nerkowe u szczurow
Wistar i SHR — wydalanie wody, diureza (A), wydalanie jonéw sodu, Un,V (B)
i ogélu substancji osmotycznie czynnych, U,mV (C). * — istotnie rézne od wartosci
uzyskanych na diecie STD (p < 0,001 dla szczurow Wistar, p < 0,01 dla SHR),
# — istotnie r6zne od wartosci uzyskanych dla szczurow Wistar (p < 0,01 dla diety STD,
p < 0,05 dla diety HS). Liczebno$¢ grup: Wistar STD n = 22, Wistar HS21 n = 9,
SHR STD n= 10, SHR HS21 n=6.
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A NGAL (osocze)
[U/mL]

300 +

200

mSTD
mHS21

100

Wistar

B
[U/mOsm]
1,5 -

NGAL/osm (mocz)

1,0

mSTD
mHS21

0,5 -

0,0 -
Wistar SHR

Ryc. 23. Zawartos¢ NGAL (ang. Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin)
w osoczu (A) i moczu (B) w zaleznosci od podazy sodu w diecie (test ELISA).
Warto$ci dla moczu ustandaryzowano poprzez przeliczenie na osmolalno$¢ probki.
## — SHR HS21 vs Wistar HS21 (p < 0,01). Liczebno$¢ kazdej grupy: n = 5.
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A
NO,/NO, (osocze)
[uM]
100
BSTD
mHS21
50
0 - |
Wistar SHR
B

NO,/NO;/osm (mocz)
[umol/mOsm]

0,3
0,2
mSTD
BHS21
0.1
0,0 -

Wistar SHR

Ryc. 24. Zawarto$¢ metabolitw NO w osoczu (A) i moczu (B) w zaleznoSci
od podazy sodu w diecie (test ELISA). Wartosci dla moczu ustandaryzowano poprzez
przeliczenie na osmolalno$¢ probki. ** — STD vs HS21 (p < 0,01). Liczebno$¢ kazdej
grupy: n =35.
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Wolny 8-izoprostan (osocze)
[pg/mL]
800

* *
I 1 I
600 -
400 -
N - i
0 -

STD HS10 HS21 HS28

Ryec. 25. Stezenie wolnej frakceji 8-izoprostanu (8-izoprostaglandyny F2a) w osoczu
szczuréw Wistar w zaleznos$ci od dlugosci stosowania diety HS. * — warto$¢ znamiennie
wyzsza niz wartosci dla diety STD 1 HS21 (p < 0,05). Liczebno$¢ grup n = 4.

VEGF-A/osm (mocz)

[ng/mOsm]

20

*% 17 #
15 -
BSTD

10 -

0
5 |

0 |

Wistar SHR

Ryec. 26. Zawartos¢ VEGF-A w moczu w zalezno$ci od podazy sodu w diecie (test
ELISA) ustandaryzowana poprzez przeliczenie na osmolalno$¢ moczu (Ugysy). * — STD vs
HS21, # - Wistar vs SHR (p < 0,05). Liczebno$¢ grup: Wistar STD n =5, Wistar HS21 n =4,
SHR STD n=2, SHR HS21 n =4.

Korelacja miedzy wydalaniem VEGF-A
VEGF-A/ Uy, a stopniem uszkodzenia kiebuszkow
[ng/mOsm]

20
15
10 -
5

0 -
0,0

2,5

IUK

Ryec. 27. Korelacja pomiedzy wydalaniem VEGF-A (Ryc. 20) a indeksem uszkodzenia
klebuszkow (Ryec. 8). »=0,67, p <0,02.
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4.6. Znakowanie przeciwko VEGF-A wykonane na skrawkach
parafinowych

Skrawki parafinowe wykonane z nerek szczuréw Wistar wyznakowane zostaty
z uzyciem przeciwciata skierowanego przeciwko VEGF-A. Ogladane w niewielkim
powigkszeniu uwidaczniaty strefowa immunoreaktywnos¢: we wszystkich grupach
wyznakowanie w obszarze rdzenia zewnetrznego dominowato nad pozostatymi
warstwami. Zastosowanie wigkszych powigkszen pozwolito stwierdzi¢, ze najwicksze
réznice pomigdzy czterema grupami dotyczyly rdzenia wewngtrznego. W korze
wyznakowane byly komorki wszystkich kanalikéw oraz pojedyncze komorki kigbuszkow,
natomiast pasma S$rodmigzszu pozostaly niewyznakowane. W obrebie rdzenia
zewngtrznego wyznakowanie kanalikow przypominato sytuacje zaobserwowang w korze,
lecz wigzki naczyn pozostawaty niewyznakowane (Ryc. 28a-28d; czarne strzatki wskazuja
wigzki naczyn). W rdzeniu wewnetrznym niezaleznie od grupy wyrazne znakowanie
przeciwko VEGF-A obserwowano w komorkach kanalikow zbiorczych (Ryc. 28i-28l;
czerwone strzatki wskazujg przyktadowe kanaliki zbiorcze). Tylko w grupie szczurdéw
Wistar na diecie STD pojawialo si¢ wyrazne wyznakowanie cze$ci innych
wewnatrzrdzeniowych struktur kanalikowych (Ryc. 28i). W ten sposob we wszystkich
grupach wyraznie zarysowana byla granica migdzy zewne¢trznym a wewnetrznym
obszarem rdzenia (Ryc. 28e-28h), co najstabiej dalo si¢ zaobserwowaé w grupie

Wistar STD (Ryc. 281).
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4.7. Zymografia zelatynowa in situ

4.7.1. Obserwacje jakosciowe

Zymografia zelatynowa in situ wykonana na skrawkach mrozeniowych uwidocznita
réznice w aktywnos$ci zelatynolitycznej w roéznych strukturach trzech warstw nerki.
W korze obecna byta we wszystkich strukturach naczyniowych, niezaleznie od grupy —
zarowno w wiekszych naczyniach krwiono$nych, prawdopodobnie migdzyptatowych
1 miedzyptacikowych (Ryc. 30a, 30c), jak i w sieci tetniczek w kiebuszkach (Ryc. 29).
Co interesujace, aktywno$¢ w S$cianach duzych naczyh byla na tyle intensywna,
ze optymalizacja parametréw rejestracji fluorescencji na przekrdj naczynia czgsto
skutkowata odcigciem sygnatu z okolicznych struktur (Ryc. 30a). Aktywnos$¢
zelatynolityczna pojawiata si¢ rowniez w innych strukturach nefronu — torebkach
niektorych kiebuszkow (Ryc. 29) i w znacznej czeéci kanalikéw (Ryc. 30b, 30d).
U szczurow Wistar STD zaobserwowano pojawiajacg si¢ lokalnie fluorescencje
na obrzezach jader komorkowych. Bylo to jednak zjawisko miejscowe i ograniczone
do glebszych warstw kory, tzw. kory przyrdzeniowej. Z kolei u szczuréw z grupy Wistar
HS21 rzadziej niz w innych grupach udawato si¢ zaobserwowac¢ aktywno$¢ w pasmach
macierzy zewnatrzkomoérkowej (Ryc. 30d).

W rdzeniu zewnetrznym we wszystkich czterech grupach zaobserwowano
aktywno$¢  zelatynolityczng w  macierzy zewnatrzkomoérkowej, uktadajacg sie
w charakterystyczne pasma (Ryc. 31). Zaréwno u szczuréw Wistar STD, jak i SHR STD
zdarzata si¢ aktywno$¢ jadrowa, jednak innego typu — o ile jadra komoérkowe szczurow
Wistar STD emitowaly fluorescencj¢ catg powierzchnig (Ryc. 31a), w grupie SHR STD
obserwowano jedynie wyrazne lokalne wzbudzenia §wiecenia (Ryc. 31c). Co wigcej,
aktywno$¢ jadrowa u szczurow SHR STD wydawata si¢ bardziej powszechna niz
u szczurow Wistar STD (Ryc. 31a). Zar6wno u szczurow Wistar, jak i SHR, dieta
wysokosodowa zmniejszata ilo§¢ przypadkdéw zaobserwowanej aktywnos$ci jadrowej —
w grupie SHR HS21 zostala mocno ograniczona (Ryc. 31d), za§ w grupie Wistar HS21 nie
zdarzata si¢ w ogole (Ryc. 31b).

Podobne réznice we wzorze aktywno$ci zelatynolitycznej zaobserwowano
w rdzeniu wewnetrznym. Szczury Wistar 1 SHR na diecie standardowej rowniez cechowata

aktywnos$¢ jadrowa, u szczuréw Wistar jednak znacznie bardziej powszechna w rdzeniu
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FITC Hoechst

Wistar HS21 Wistar STD

SHR STD

SHR HS21

Ryc. 29. Zmiany aktywnosci zelatynolitycznej w korze nerki (klebuszki) szczuréw
z r0zng podaza sodu w pozywieniu zobrazowane za pomocg zymografii zelatynowej
in situ. Kolor zielony — fluorescencja FITC obrazujgca aktywnos$¢ zelatynolityczng, kolor
niebieski — jadra obrazowane z uzyciem Hoechst 33258. STD — dieta standardowa,
HS21 — szczury po 21 dniach diety wysokosodowej. Liczebno$¢ kazdej grupy n = 5.
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FITC
+ Hoechst

FITC Hoechst

Wistar STD

Wistar HS21

Ryc. 30. Zmiany aktywnosci Zelatynolitycznej w korze nerki (struktury naczyniowe i
kanalikowe) szczurdow z rézng podaza sodu w pozywieniu zobrazowane za pomoca
zymografii zelatynowej in situ. Kolor zielony — fluorescencja FITC obrazujaca
aktywnos$¢ zelatynolityczna, kolor niebieski — jadra obrazowane z uzyciem Hoechst 33258.
STD — dieta standardowa, HS21 — szczury po 21 dniach diety wysokosodowej. Liczebnos$¢
kazdej grupy n = 5.
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FITC
+ Hoechst

FITC Hoechst

Wistar HS21 Wistar STD

SHR STD

SHR HS21

Ryc. 31. Zmiany aktywnosci Zelatynolitycznej w rdzeniu zewnetrznym (OM) nerki
szczuréw z rozna podaza sodu w pozywieniu zobrazowane za pomoca zymografii
zelatynowej in situ. Kolor zielony — fluorescencja FITC obrazujgca aktywnos$¢
zelatynolityczng, kolor niebieski — jadra obrazowane z uzyciem Hoechst 33258.
STD — dieta standardowa, HS21 — szczury po 21 dniach diety wysokosodowej. Liczebnos$¢
kazdej grupy n = 5.
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FITC
+ Hoechst

" 4

FITC Hoechst

Wistar HS21 Wistar STD

SHR STD

SHR HS21

Ryc. 32. Zmiany aktywnosci zelatynolitycznej w rdzeniu wewnetrznym (IM) nerki
szczuréw z rozna podaza sodu w pozywieniu zobrazowane za pomoca zymografii
zelatynowej in situ. Kolor zielony — fluorescencja FITC obrazujgca aktywnos$¢
zelatynolityczng, kolor niebieski — jadra obrazowane z uzyciem Hoechst 33258.
STD — dieta standardowa, HS21 — szczury po 21 dniach diety wysokosodowej. Liczebnos¢
kazdej grupy n = 5.
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Intensywnosé Aktywnosc¢ zelatynolityczna - porownanie stref nerki
fluorescencji [%]

150
I'k'k* l***

100

IOM
50 -
0 - .
Wistar STD Wistar HS21 SHR STD SHR HS21
B

Intensywnos¢ Aktywnos¢ zelatynolityczna - poréwnanie migdzydietowe
fluorescenciji [%)]
150

7

. “ “ “

Ryc. 33. Zmiany aktywnosci Zelatynolitycznej w réznych obszarach nerki szczurow
w zaleznosci od podazy sodu w diecie — poréwnanie roznych stref nerki w obrebie
grup (A), porownanie analogicznych stref nerki miedzy grupami zwierzat (B).
Szacowanie potilosciowe w oparciu o pomiar intensywnosci fluorescencji preparatu po
wykonaniu zymografii zelatynowej in situ 1 wyrazone procentowo: A — za 100% przyjeto
aktywno$¢ zelatynolityczng kory danej nerki (slupki brazowe), B — za 100% przyjeto
aktywno$¢ zelatynolityczng tej samej warstwy nerki u szczurow Wistar STD (stupki
zielone). * — p < 0,05; ** — p < 0,01; *** — p < 0,001. STD — dieta standardowa,
HS21 — szczury po 21 dniach diety wysokosodowej. Liczebnos$¢ kazdej grupy n = 5.
Dla kazdego szczura zliczano 9 powierzchni z kazdej z trzech warstw.

m Wistar STD
m Wistar HS21
@ESHR STD
B SHR HS21

86



4. Wyniki

wewnetrznym (Ryc. 32a), niz w rdzeniu zewngtrznym (Ryc. 31a). Zmienil si¢ jednak
jej obraz — zarowno w grupie Wistar STD, jak i SHR STD fluorescencj¢ obserwowano
wyraznie na obrzezach jader (Ryc. 32a, 32¢). Podobnie jak w OM dieta wysokosodowa
wplynela negatywnie na aktywno$¢ zelatynolityczng w tych strukturach, znoszac ja
do niewykrywalnego poziomu (Ryc. 32b, 32d). Oprécz aktywnosci jadrowej, odrdzniajace;j
poszczegolne strefy nerki, we wszystkich czterech grupach tatwo dostrzegalne byly pasma
aktywnos$ci zelatynolitycznej w macierzy zewnatrzkomorkowe;.

Uwaga metodyczna: Diugie przechowywanie nerek w -80 °C w réznym stopniu
ograniczalo przydatno$¢ tkanki do pdzniejszej analizy. Uwidacznialo to znakowanie
z uzyciem Hoechst 33258, ktory w zdrowych komoérkach wbudowuje si¢ do DNA, za$
w uszkodzonych moze wigza¢ si¢ niespecyficznie z réznymi jej elementami. Obserwacje
poczynione na skrawkach mrozeniowych pozwolilty stwierdzi¢, ze najszybciej degradujaca
warstwg nerki jest kora, lecz co interesujace degradacja tkanek kory pojawiata si¢
u szczurow SHR po znacznie krotszym czasie przechowywania niz u szczurow Wistar
(niezaleznie od diety). W samej preparatyce (przygotowanie skrawkow i przeprowadzenie
zymografii zelatynowe] in situ), pojawial si¢ zupelnie odwrotny problem — kora
(bez wzgledu na stopien zachowania) zawsze $cisle przylegata do szkielek podstawowych,

natomiast rdzen, zwlaszcza jego obszar wewnetrzny, bardzo cze¢sto ulegal odklejeniu.

4.7.2. Analiza iloSciowa

Wyniki opisane w niniejszym akapicie przedstawiono na Ryc. 33 na dwa sposoby.
Wykres A prezentuje intensywnos¢ fluorescencji wyrazong jako procent aktywnosci kory
tej samej grupy (brazowe shlupki, polozone skrajnie od lewej strony). W ten sposéb
mozliwe jest porownanie ze sobg trzech warstw nerek w obrgbie kazdej z grup. Wykres B
przedstawia ta samg intensywnos$¢ fluorescencji wyrazong jako procent aktywnoS$ci
tej samej warstwy u szczurow Wistar STD. Dzieki temu mozliwe jest miedzygrupowe
poréwnanie aktywno$ci w obrgbie danego typu warstwy: kory, rdzenia zewngtrznego
1 rdzenia wewngetrznego.

U szczuréw Wistar, niezaleznie od diety, intensywno$¢ fluorescencji trzech warstw
nerki byta zblizona. Rowniez u szczurow SHR STD wszystkie warstwy nerki wykazywaty
zblizong intensywno$¢ fluorescencji, jednakze dieta wysokosodowa obnizata selektywnie

fluorescencje w rdzeniu zewnetrznym (68 + 3% aktywnosci w korze; p < 0,001; Ryc. 33A).
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U szczuréw Wistar zaobserwowano ujawniajacg si¢ po diecie wysokosodowej staba
tendencj¢ do obnizania aktywnosci Zzelatynolitycznej we wszystkich trzech warstwach.
U szczurow SHR dieta wysokosodowa obnizata selektywnie tylko aktywno$¢
zelatynolityczng w obrebie rdzenia zewngtrznego (86 = 5% SHR HS21 vs 121 + 10%
SHR STD; p < 0,01; Ryc. 33B), za§ w obrebie kory i rdzenia wewngtrznego wida¢ bylo
stabg tendencj¢ wzrostowa. Grupy szczuréw na diecie STD roznity si¢ intensywnos$cia
fluorescencji w obrebie rdzenia wewnetrznego (SHR STD: 111 + 3% aktywnosci Wistar
STD; p < 0,01; Ryc. 33B). Grupy szczurow na diecie wysokosodowej rdznity sie
intensywnoscia fluorescencji w korze, zndw na korzys¢ SHR (110 + 5% SHR HS21
vs 83 + 11% Wistar HS21; p < 0,05), podobna tendencja zarysowala si¢ rdwniez w obrebie

rdzenia wewnetrznego (Ryc. 33B).
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4.8. CaloSciowe zestawienie zgromadzonych wynikow

Tab. 1. Zestawienie wynikow pomiaréw badanych parametréw dla grup Wistar STD,
Wistar HS21, SHR STD, SHR HS21. A oznacza zmiang parametru w czasie od 0. do 21.
dnia doswiadczenia chronicznego. A MC — zmiana w masie ciata, A SBP — zmiana
w skurczowym cisnieniu krwi, A Py, — zmiana w stezeniu substancji osmotycznie
czynnych (osmolalnosci) we krwi, A Py, — zmiana w stezeniu jondw sodu we krwi,
Mpy (% MC) — masa prawej nerki jako % masy ciala, [UK — indeks uszkodzenia
klebuszkow, liczebnosé jader OM/IM — liczebno$é jader na 1 mm’ obszaru rdzenia
zewnetrznego/ wewnetrznego, jadra PCNA"™ OM/ jadra PCNA" IM — udziat jader
wyznakowanych przeciwko PCNA w ogo6lnej puli jader rdzenia zewnetrznego/
wewnetrznego, MBP — $rednie ci$nienie t¢tnicze, RBF — catkowity przeptyw krwi przez
nerke, CBF — korowy przeptyw krwi, OMBF — zewnatrzrdzeniowy przeptyw krwi, IMBF
— wewnatrzrdzeniowy przeplyw krwi, OMBF/IMBF - stosunek ukrwienia rdzenia
zewngtrznego do wewnetrznego, V — diureza, Uy, V — wydalanie substancji osmotycznie
czynnych, Un,V — wydalanie jonow sodu, Pnxgar — stezenie NGAL w osoczu, Ungar/Uosm
— stezenie NGAL w moczu przeliczone na jego osmolalnos¢, Pwo.no) — stezenie
metabolitow tlenku azotu w osoczu, Uno.nos/Uesm — stgzenie metabolitow tlenku azotu w
moczu przeliczone na jego osmolalno$¢, Uvggr.a/Uesm — stezenie VEGF-A w moczu
przeliczone na jego osmolalno$¢, Cax/ OMk/ IMax — aktywnos$¢ zelatynolityczna w rejonie
kory/ rdzenia zewnetrznego/ rdzenia wewnetrznego. Gwiazdki oznaczajg rdznice istotne
statystycznie w obrebie stada (STD vs HS21), krzyzyki — w obrgbie diety (SHR vs Wistar).
Stopien istotno$ci oznaczono zwielokrotniajgc znak: “lub ¥ — p <0,05, " lub - p <0,01,
" lub " — p < 0,001.

Parametr Wistar STD Wistar HS21 SHR STD SHR HS21

A MC [g] 84+5 5144 68 +4" 39+4 "
A SBP [mmHg] 2+7 18+6" 8+6 35+5 "%
A Posm [mMOsm/kg] -1+£3 243 244 -4+3

A Pxa [MM] W) 442" 1+3 1+1

Mpx (% MC) [%] 038+0,01  0,48+0,01 ~  040+0,01  045+001" "

1UK [jednostki 0,51 + 0,03 0784017  095+0,12" 174+0,18 "
umowne]
Liczebnosc jader 500, 130 83784188 7701 +308 " 6783 + 142 *

OM [jadra/mm’]

Liczebnos$¢ jader
IM [jadra/mm’]
Jadra PCNA" OM

9304 + 184 8102+ 153° 7554 +280* 7284 + 226

o 41 +3 74+1" 75+1% 80+ 1
+
Jadra I[’(gl]\IA M 21 +3 67+1"" 65 + 0 H## 77+ 1
(1]
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RBF [mL/min] 7,5+0,7 8,5+0,8 8,7+0,8 10,5+0,9

OMBF [PU] 191 + 30 176 + 24 277 £ 48 222 +£40

OMBF/IMBF 1,16 £ 0,20 0,84 +0,12 1,56 £ 0,34 1,12+0,23

UpsmV [0Osm/min]  4,19+034  830+139"  3,59+0,42 1136+284

Pxcar, [U/mL] 179,6 + 27 138,0 + 18 190,7 + 17 2095+ 12 %

Pnounoy[mM] 101 £2 132+3" 106 £ 6 127+2"

UveGr-A/Uosm 2.11+0,72 7,63+£383  2,08+1,60 1661+1,77 "
[ng/mOsm]

OM.;k [100% =

OM, Wistar STD] 100+0 8749 121+ 10 86+ 5

OM.;k [100% =

. 95+9 106 £ 17 105+6 68+3
C.e tej grupy]
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Tab. 2. Zestawienie wynikéw pomiaréow dla dodatkowych grup Wistar 10 i Wistar 28.
OMBF/IMBF dwie sondy — stosunek ukrwienia rdzenia zewnetrznego do wewnetrznego
wyliczony z pomiaréw dokonanych dwiema niezaleznymi sondami laserowymi,
OMBF/IMBF jedna sonda — stosunek ukrwienia rdzenia zewnetrznego do wewnetrznego
wyliczony z pomiarow dokonanych jedng sonda laserowa, Usg.ipcra — Stezenie wolnej
8-izoprostaglandyny F2a w moczu. Gwiazdka oznacza roznice istotng statystycznie
vs Wistar STD (" — p < 0,05).

Parametr Wistar STD  Wistar HS10 Wistar HS21  Wistar HS28
DL L 1164020  1,03+4025 0844012  077+0,13
dwie sondy
OMBF/IMBF 12240,19 ] 0754004  050+0,16
jedna sonda
Us-izopGr2a 233 +22 624 +£129° 262 + 67 284 + 121
[pg/mL]

Tab. 3. Zestawienie Kkorelacji obliczonych dla wybranych parametréw.
Uvecra/Uosm — stezenie VEGF-A w moczu przeliczone na jego osmolalnose,
IUK - indeks uszkodzenia kl¢buszkow, OMBF/IMBF dwie sondy — stosunek ukrwienia
rdzenia zewnetrznego do wewngetrznego wyliczony z pomiarow dokonanych niezaleznymi
sondami laserowymi, HS — dieta wysokosodowa.

Parametry Korelacja r Prawdopodobienstwo p

UviGgF-A/Uosm
+ TUK 0,67 <0,02

OMBF/IMBF dwie
sondy + dlugos¢ -0,35 <0,05
diety HS
OMBF/IMBF jedna
sonda + dlugosé -0,77 <0,05
diety HS
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Choroba nadci$nieniowa przyczynia si¢ do rozwoju wielu choréb uktadu sercowo-
naczyniowego, w tym udaru mozgu i zawatu serca, a takze prowadzi do wielonarzadowe;j
niewydolnosci (ang. multiple organ failure). Istotnym sktadnikiem ryzyka rozwoju
nadci$nienia tetniczego jest wysokie spozycie sodu. Pomimo, ze zwigzek sodu
z ci$nieniem krwi jest znany od dawna, wysoki wspolczynnik zapadalnosci 1 wysokiej
smiertelnosci w grupie choréb krazeniowych zobowigzuje do dalszych poszukiwan
podstawowych mechanizmow patologicznych. Cel niniejszej pracy wynikatl z potrzeby
kompleksowego spojrzenia na udzial nerki w ksztaltowaniu ci$nienia krwi w zaleznosci
od podazy sodu w diecie, ze szczegdlnym uwzglednieniem prawdopodobnych rdznic
miedzy zwierzgtami normotensyjnymi, bez zadnych predyspozycji do nadci$nienia
oraz zwierzgtami, u ktorych wczesna faza choroby nadcisnieniowej, o podtozu
genetycznym, byta juz rozwinigta. Polaczenie precyzyjnych technik pomiarowych
parametrow fizjologicznych z oznaczeniami wskaznikow biochemicznych, poparte analiza
histopatologiczng umozliwito szersze spojrzenie na zjawiska zachodzace w nerkach

organizmu eksponowanego na wysoka podaz sodu.

5.1. Zmiany ciSnienia w zaleznos$ci od podazy sodu w diecie i cech uzytego
zwierze¢cia doswiadczalnego

Badania przeprowadzono z wykorzystaniem dwoch stad szczuréw. Szczury Wistar
zgodnie z charakterystykg stada sa zwierzg¢tami normotensyjnymi, u ktdérych
prawdopodobienstwo wystgpienia predyspozycji do rozwoju nadci$nienia jest typowe
dla przecigtnej populacji szczuréw. Szczury SHR, poczatkowo normotensyjne, rozwijaja
nadcis$nienie stopniowo, uzyskujac wedlug tworcy stada wartos$ci ciSnienia znacznie
wyzsze od normotensyjnej kontroli do 10 tygodnia zycia [Okamoto K i Aoki K, 1963].
Firma Charles River, z ktorej pierwotnie (szczep zalozycielski) pochodzily badane SHR,
umieszcza jednak na swojej witrynie internetowej charakterystyke odbiegajaca
od wynikow uzyskanych przez grupe pod kierownictwem K Okamoto. Wedlug firmy
szczury SHR rozwijaja nadci$nienie miedzy 9 a 15 tygodniem Zycia
(http://www.criver.com/SiteCollectionDocuments/rm_rm_r 08 bp characterization _of hy

pertensive and cardiovascular studies.pdf; dostep 06.12.2012). W tym czasie ich
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ci$nienie skurczowe wzrasta z 172 mmHg do 203 mmHg (pomiar technika mankietow
okluzyjnych). Szczury SHR wykorzystane w niniejszej pracy rozpoczynaly doswiadczenie
chroniczne w wieku 8-10 tygodni, a wiec doswiadczenie ostre oraz pobranie probek
do dalszej analizy wypadato w 11.-13. tygodniu zycia. Ten zakres wiekowy zostat dobrany
z powodu limitu masy ciata zwierzat, narzucanego przez aparatur¢ pomiarowa; sprzet
stuzacy do przeprowadzenia do$wiadczen ostrych dostosowany jest do zwierzat o masie
ciata ok. 280-300 g. U szczurow SHR na diecie standardowej w ciggu pierwszych dwoch
tygodni doswiadczenia chronicznego obserwowano pewng tendencje¢ wzrostowa
w zakresie ci$nienia tetniczego krwi, aczkolwiek ostatecznie warto$ci ich ci$nienia
skurczowego nie roznity si¢ od wartosci tego parametru w grupie Wistar STD (Ryc. 6).
Réznice ujawnity sie¢ dopiero w odpowiedzi na diete¢ wysokosodowa, po ktorej szczury
SHR wykazywaly znacznie wiekszy wzrost SBP niz szczury Wistar (Ryc. 6). Jednakze
zgodnie z charakterystyka producenta szczury znajdowaly si¢ w fazie rozwoju
nadci$nienia. Odstgpienie od pierwotnego zatozenia projektu, w ktorym planowano
wykorzystanie zwierzat z utrwalonym nadci$nieniem tetniczym miato istotne zalety
dla ostatecznej interpretacji uzyskanych wynikow. Wydaje si¢, ze szczury z rozwinigtym
nadci$nieniem moga mie¢ tak duze uszkodzenia morfologiczne i1 czynno$ciowe,
ze odroznienie efektu wysokiej podazy sodu od dziatajacego czesto w tym samym
kierunku wplywu wysokiego cisnienia krwi bytoby niemozliwe (pdzniejsze doswiadczenia
przeprowadzone przeze mnie na szczurach SHR z SBP w okolicach 200-210 mmHg
potwierdzity to przypuszczenie).

Kolejng zaskakujacag obserwacja w przeprowadzonych badaniach jest wzrost
ci$nienia krwi tetniczej (tu SBP) u szczurow Wistar utrzymywanych na diecie
wysokosodowej. W oparciu o szeroki przeglad literatury mozna bylo zalozy¢, ze zwierzeta
pochodzace z tego stada nie powinny reagowac na zwigkszenie podazy sodu wzrostem
ci$nienia krwi, a przynajmniej nie w tak krotkim czasie. Szczury Sprague-Dawley,
podobnie jak szczury Wistar normotensyjne, na diecie wysokosodowej maja znamiennie
wyzsze cisnienie skurczowe dopiero w 6. tygodniu diety, a albuminuria pojawia si¢
w 4. tygodniu [Gu JW i wsp., 2008]. Z drugiej jednak strony podwyzszenie stezenia jondéw
Na“ w hodowlach komérek $rodbtonka bardzo szybko wywolywato zmiany podobne do
tych wystepujacych w naczyniach [Nickenig G i wsp., 1998; Gu JW i wsp., 2000; Touyz
RM 1 Schiffrin EL, 2000]. Reakcja szczurow Wistar moze wskazywa¢ na obecno$¢ cech

sodowrazliwo$ci. Warto pamigtaé, ze stado to jest hodowane z unikaniem krzyzowania
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wsobnego, a wiec uzyskane rozktady cech w jego populacji powinny by¢ zblizone
do rozkladu cech w populacji naturalnej. W takiej populacji rowniez zdarzaja si¢
sktonnosci do rozwoju tzw. nadcisnienia sodozaleznego, lecz z pewnos$cig nie sg one
zjawiskiem powszechnym. Kwestia sodowrazliwos$ci zostanie poruszona w Rozdz. 5.2.
Warto zwréci¢ uwage, ze pomiar ci$nienia krwi technika mankietow okluzyjnych
zakladanych na ogon nie jest metoda wysoce precyzyjna. Jej plusem jest bez watpienia
nieinwazyjno$¢, minusem — stres zwierzecia wynikajacy z unieruchomienia podczas
pomiaru. By zwiekszy¢ wiarygodno$¢ pomiaru szczury byly przyzwyczajane do pomiaru
przez co najmniej 7 dni. Pomiary SBP byly weryfikowane w oparciu o warto$¢ czgstosci
tetna — zgodnie z zaleceniem producenta aparatu zapisy wiarygodne dla zwierzat
normotensyjnych miescity si¢ w przedziale 350-500 skurczéw/min (dla SHR przedzial ten
ustalono na 450-600 skurczow/min). Drugim wskaznikiem weryfikujagcym byla warto$¢
przeptywu krwi przez ogon (poniewaz technika pomiaru oparta jest na okluzji przeptywu,
powinien by¢ on wyzszy niz 10 mL/min). Pomimo zachowanych $rodkow
minimalizujacych stres zwierzecia 1 maksymalizujacy wiarygodno$¢ zebranych danych,
technika mankietow okluzyjnych z pewnos$cig jest mniej czuta niz inwazyjne techniki
pomiarowe — wspomniana w poprzednim akapicie charakterystyka SHR przygotowana
przez firm¢ Charles River wskazywala na zmian¢g SBP na przestrzeni 6 tygodni z 172
mmHg do 203 mmHg (pomiar technikg mankietow okluzyjnych), podczas gdy u takich
samych zwierzat z SBP mierzonym telemetrycznie (inwazyjnie) zarejestrowano wzrost
z 164 mmHg do 185 mmHg. Jednakze niedoskonalo$ci techniki okluzyjnego pomiaru

ci$nienia tetniczego krwi wynagradza jego nieinwazyjno$¢ i prostota pomiaru.

5.2. Zmiany stezenia sodu w osoczu i ich zwigzek z sodowrazliwos$cia

U szczurow Wistar na diecie wysokosodowej okoto dziewigtego dnia obserwowano
niespodziewany wzrost stezenia jonéw sodu w osoczu, niewystgpujacy u szczuréw SHR
(Ryc. 7). Obserwacja ta jest zaskakujaca, poniewaz wydaje si¢, Zze mechanizmy zwigzane
z detekcja 1 usuwaniem sodu z organizmu dziataty poprawnie. Szczury Wistar reagowaly
na diet¢ wysokosodowg wzrostem stezenia metabolitow NO w osoczu (Ryc. 24A),
co moze wskazywa¢ na zwigkszenie uwalniania NO ze $rodbtonka. Moglto by¢ to
spowodowane kilkoma czynnikami. Po pierwsze mogla by¢ to reakcja przeciwstawiajaca

si¢ wzrostowi ci$nienia. Po drugie mogl by¢ to wynik przeciwdziatania rosngcemu stezeniu
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ROS [Vanhoute PM i wsp., 2005]. Jednakze ten kierunek zmian w $wietle
dotychczasowych badan byt niespodziewany. Typowa odpowiedzig na wzrost stezenia
sodu w osoczu byt spadek uwalniania NO ze $rodblonka [Cubeddu LX i wsp., 2000].
Co prawda wzrost stezenia sodu w osoczu obserwowano jedynie u szczurow Wistar (Ryc.
6), jednak zaro6wno u tych szczuréow, jak i szczurow SHR wzrost stezenia metabolitow
tlenku azotu w osoczu moze sugerowac niewlasciwe dziatanie $rédbtonka jako detektora
jondéw sodowych. Interesujgce jest réwniez, dlaczego pomimo rdéznic w stezeniu Py,
miedzy grupami Wistar HS21 i SHR HS21 (Ryc. 7) zmiany w uwalnianiu NO
ze $rodblonka przebiegaja w tym samym kierunku (Ryc. 24A). Pomimo jednak tej
nietypowej reakcji wzrost ci$nienia krwi wywotatl istotny wzrost wydalania wody (Ryc.
22A) 1 sodu (podobne zwielokrotnienie Un,V w obu stadach, Ryc. 22B), co wskazuje
na zachowanie prawidlowego procesu diurezy i natriurezy z nadcisnienia. Mechanizm
usuwania sodu z ustroju w ogole i z osocza wydaje si¢ wigc zachowany. Dysfunkcja
srédblonka jest jednak jedna z wielu przyczyn sodowrazliwos$ci; by¢ moze szczury Wistar
1 SHR ro6znig si¢ typem dysfunkcji srodbtonka, badz dysfunkcjg innych mechanizméw
ksztattujacych cisnienie krwi tetniczej w zaleznosci od podazy jondw sodowych
w pozywieniu [Campese VM i wsp., 1996; Higashi i wsp., 2001]. Wiadomo na przyktad,
ze SHR majg ubozsza sie¢ naczyn krwiono$nych niz szczury normotensyjne, a jej
zageszczenie na drodze farmakologicznej zmniejsza nadci$nienie [Tran E i wsp., 2010].
Interesujace jest, ze u szczurow SHR po diecie wysokosodowej obserwuje si¢
wzrost ci$nienia t¢tniczego krwi, pomimo sprawnego usuwania nadmiaru jonéw sodowych
z osocza (Ryc. 7, 22B). Wydaje si¢, ze mimo braku retencji sodu w osoczu (brak wzrostu
Pna u SHR HS21), sam so6d indukowat zmiany, by¢ moze o podobnym charakterze
do obserwowanych w doswiadczeniach in vitro na komorkach §rédbtonka. Wyniki tych
badan sugerowaly, ze pewne zmiany zalezne bezposrednio od sodu (indukcja ekspres;ji
genéw odpowiedzialnych za przerost komoérek $rodbtonka, uwrazliwienie $rodbtonka
1 mig$nidwki na skurczowe i mitogenne dziatanie Ang II) sg pierwotne w stosunku do
zmian zaleznych od nadcis$nienia [Nickenig G i wsp., 1998; Gu JW i wsp., 2000; Touyz
RM 1 Schiffrin EL, 2000]. Poniewaz ci$nienie w grupie SHR HS21 wzrasta znacznie
bardziej niz w grupie Wistar HS21 (Ryc. 6), w ktorej obserwuje si¢ kumulacje jonow
sodowych (Ryc. 7) nalezy przypuszczaé, ze zwigkszenie stezenia sodu w osoczu (Py,),
a takze wtorne do niego zwigkszenie objetosci osocza, same z siebie nie sg jedynymi

czynnikami zwigkszajagcymi ci$nienie te¢tnicze. Wydaje sig, ze sod za posrednictwem
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innych mechanizmoéw lub dziatajac w innych przestrzeniach tkankowych moze indukowac
niekorzystne zmiany prowadzace do wzrostu cisnienia krwi. Juz w 1982 roku
zaobserwowano wieksza koncentracje jonéw K’ i Na" w ptynach tkankowych i limfie
niz w osoczu [Szabdé G 1 Magyar Z, 1982]. Takie magazynowanie sodu odbywalo si¢
poprzez zastgpowanie atoméw wodoru w czasteczkach biatek jonami Na". Mechanizm ten
powoduje uwalnianie duzej ilo$ci protonéw, prowadzac do kwasicy; co wigcej, pacjentow
sodowrazliwych cechowata korelacja pomiedzy wzrostem ci$nienia krwi a spadkiem pH
osocza [Sharma AM i wsp., 1990]. Taka forma kumulacji sodu moglaby wiec
nie przeklada¢ si¢ na jego stezenie w osoczu, jednak pomimo tego silnie oddzialywac
na wiele procesoéw fizjologicznych, czy tez wplywac na strukturg narzadoéw, przyczyniajac

si¢ do rozwoju nadcisnienia.

5.3. Wczesny wplyw wysokiej podazy sodu; przelomowe zmiany
w dziewigtym/ dziesiatym dniu

Warto zauwazy¢, ze wzrost Py, nastgpuje u szczurow Wistar w dziewigtym dniu
diety (Ryc. 7). Wiele najnowszych obserwacji, w tym i badan prowadzonych w Zakladzie
Fizjologii Nerek i Plynow Ustrojowych, wskazuje na istnienie przelomowego punktu
odpowiedzi na diet¢ wysokosodowa wtasnie w okolicach 10. dnia (szczury po diecie
dziesieciodniowej byly znacznie bardziej wrazliwe na narkoz¢ niz szczury po diecie innej
dhlugosci), po ktérym odpowiedz na wysoka podaz sodu wkracza w druga fazg.
Przypuszcza sig, ze jest to faza, w ktorej nie da si¢ juz zahamowac¢ wzrostu ci$nienia krwi
poprzez farmakologiczne zwigkszanie biodostepnosci tlenku azotu, czy hipotensyjnie
dziatajacych metabolitow cytochromu P450 [badania wiasne]. Kolejng interesujaca
przestanka wskazujaca na punkt przelomowy w okolicach dziesigtego dnia jest pomiar
wskaznika stresu oksydacyjnego, 8-izoprostaglandyny F2a. Powstawanie tej substancji
jest efektem lipooksygenacji, zachodzacej z wudzialem reaktywnych form tlenu.
Zintensyfikowanie proceséw formowania 8-izoprostaglandyny F2a osigga maksimum
wlasnie w dziesigtym dniu (w badaniach nad ekspozycja na diet¢ wysokosodowa o rdzne;j
dlugosci; Ryc. 25). Pojawienie si¢ 8-izoprostaglandyny F2a w moczu wskazuje na wysokie
jej stezenia w tkankach nerki, co nie pozostaje bez wptywu na wydalanie sodu. W réznych
typach komorek wzrost 8-izo-PGF2a wplywa na $ciezki przekaznictwa zalezne od cAMP

[Khasawneh FT i wsp., 2008]. W komorkach cienkiego odcinka ramienia wstgpujacego
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petli nefronu wzrost poziomu cAMP intensyfikuje transport NaCl [Ortiz PA, 2006] i w ten
sposdb moze przyczynia¢ sie¢ do rozwoju nadcisnienia [Meng S i wsp., 2002]. Co prawda
w grupach zwierzat przebywajacych na diecie wysokosodowej 21 1 28 dni wydalanie
8-1z0-PGF20. wraca do poziomu wyjsciowego, jednak moze zaobserwowane
wspotzaistnienie wysokiego wydalania tego zwigzku w dniu 10 (Ryc. 25) 1 poczatku
wysokich wartosci Pn, dzien wczesniej (Ryc. 7) rzutuja na dalszy rozwdj nadci$nienia
sodozaleznego. W ten sposob nadci$nienie to zalezne byloby réwniez od produkcji
reaktywnych form tlenu. By¢ moze to wtasnie ROS sg tym czynnikiem, ktory prowadzi
do wzrostu ci$nienia tetniczego krwi w grupie SHR STD (Ryec. 6), pomimo efektywnego

usuwania nadmiaru jonéw sodowych (Ryc. 22B).

5.4. Zmiany masy ciala i proporcji masy nerek do masy ciala

Zarébwno szczury Wistar, jak 1 SHR, odpowiedzialy na diet¢ wysokosodowg
mniejszym przyrostem masy ciala (Ryc. 8). Krzywe przyrostu masy ciata w obu
przypadkach stawaty si¢ istotnie rézne od krzywych przyrostu dla odpowiednich grup
szczurOw pozostajacych na diecie standardowej juz drugiego dnia diety. Mozna
sugerowac, ze pasza o wysokiej zawartosci sodu byla dla zwierzat mniej atrakcyjna;
dostepnos¢ sodu w pozywieniu wplywata bowiem na zmian¢ preferencji smakowych
szczuréw powodujac np. zwigkszony apetyt na slong wod¢ u zwierzat utrzymywanych
na diecie niskosodowej [Mecawi AS i wsp., 2012] lub z farmakologicznie obnizong
zawartoscia sodu w ustroju sodu [Lu B i wsp., 2012]. Mechanizm ten dziatal
za posrednictwem uktadu renina-angiotensyna-aldosteron (RAAS). By¢ moze w naszym
uktadzie do$wiadczalnym zwierzgta zareagowaty odwrotnie — ich apetyt na pokarm z duza
zawartoscig sodu zmalal wraz ze zwigkszeniem ilo$ci soli w pozywieniu. Jednakze
poboczne doswiadczenie niniejszego projektu badawczego, nie wlaczone do rozprawy,
wydaje si¢ te sugestiec poddawa¢ w watpliwos¢. W doswiadczeniu tym szczury SHR na
diecie wysokosodowej otrzymywaty w wodzie do picia niespecyficzny inhibitor
metaloproteinaz  doksycykling. Doksycyklina zwieksza gestos¢ matych naczyn
krwiono$nych w tkankach, a przez to obniza cis$nienie tetnicze u SHR [Tran E i wsp.,
2010]. Po trzech tygodniach diety wysokosodowej i przyjmowaniu doksycykliny grupa ta
nie odbiegata od grupy SHR HS21 w Zadnym z mierzonych parametrow (zblizone warto$ci

SBP mierzone chronicznie, parametry hemodynamiczne 1 wydalnicze), z wyjatkiem masy
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ciata. Krzywa dla tego parametru nie r6znita si¢ bowiem od krzywej wzrostu masy ciala
grupy SHR STD, réznigc si¢ istotnie od krzywej grupy SHR HS21. Ta zaskakujaca
obserwacja moze sugerowac, ze smak paszy nie jest jedynym czynnikiem determinujagcym
nizszag mas¢ ciala szczuréw po diecie HS, jak roéwniez moze staé si¢ przyczynkiem
do dodatkowych badan nad skutkami diety wysokosodowe;.

Masy nerki przeliczone w stosunku do masy ciata przedstawiaty przeciwne
tendencje do zmian w masie ciata — kiedy przyrost masy ciala szczuréw po diecie
wysokosodowej malal (Ryc. 8), masa nerki w stosunku do ciata rosta (Ryc. 9). Zmiana
tego stosunku nie byla wynikiem jedynie stabszego przyrostu masy ciala,
lecz rzeczywistego zwigkszenia masy nerek ($rednio o 26% u szczurow Wistar i o 12%
u szczurow SHR). Nie jest to obserwacja zaskakujgca, poniewaz wywolane wzrostem
ci$nienia tetniczego krwi 1 przesaczonego w kiebuszkach tadunku sodu (a w nastgpstwie
wielokrotne zwigkszenie diurezy — Ryc. 22A — i natriurezy — Ryc. 22B) zmuszaja nerki
do intensywniejszej pracy. Jednakze zastanawiajace jest, dlaczego szczury SHR, ktore
w odpowiedzi na diete wysokosodowa miaty zdecydowanie wigksza diureze¢ 1 wydalanie
sodu niz szczury Wistar HS21 (Ryc. 22A, 22B) wykazywaly znacznie mniejszy
bezwzgledny przyrost masy nerek (Ryc. 9). By¢ moze wigzato si¢ to z wigkszymi
uszkodzeniami w strukturach nerki, gtownie w korze (zwigkszony indeks uszkodzenia
ktebuszkéw, Ryc. 12). Zwigkszenie proporcjonalnej (a takze bezwzglednej) masy nerek
w odpowiedzi na diet¢ u obydwu typow szczurdéw nie wigzato si¢ jednak z przyrostem
liczby komoérek w obydwu warstwach rdzenia (Ryc. 14A). Co wigcej, liczba komorek
obnizata si¢, zarowno w rdzeniu zewnetrznym, jak i wewngetrznym (Ryc. 14B). Wydaje si¢
wiec, ze powigkszenie nerek nie jest spowodowane zwigkszeniem liczby komorek
(hiperplazja), a przerostem juz istniejgcych (hipertrofig). Moze to stworzy¢ problem
dystrybucji tlenu, poniewaz takie powigkszenie struktur zwigksza odlegtos¢, na jakg musi
dyfundowac tlen z naczyn krwiono$nych. Bioragc pod uwage fakt, ze obszary rdzeniowe
nerki funkcjonuja w stanie ,fizjologicznej hipoksji” [Brezis M i wsp., 1994], dalsze

ograniczanie dostepnosci tlenu moze niekorzystnie wplyna¢ na ich strukture 1 funkcje.

5.5. Zmiany hemodynamiczne w nerkach

W doswiadczeniach na zwierzetach uspionych zaobserwowano kolejny interesujacy

fakt dotyczacy reakcji na narkozg; znosita ona wykrywane u zwierzat czuwajacych roéznice
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w ci$nieniu krwi wynikajace z diety, ale nie te wynikajace z przynaleznosci do stada/
szczepu: pomiary dla Wistar STD nie r6znity si¢ od pomiaréw dla Wistar HS21, podobnie
jak nie roznit si¢ pomiar w grupie SHR STD od SHR HS21; jednak ro6znica miedzy
szczurami Wistar a SHR utrzymata si¢ (Ryc. 16). Spadek cisnienia w odpowiedzi na
narkoze u zwierzat na diecie wysokosodowej byl wiec relatywnie wiekszy, co moze w
czgéci thumaczy¢ problemy z usypianiem takich zwierzat, poruszone w uwadze
metodycznej (Rozdz. 3.1.2). Moze to by¢ réwniez sugestia, by uzna¢ sodozalezne
nadcis$nienie tetnicze jako czynnik ryzyka w anestezjologii, jednak poszukiwanie
mechanizméw lezacych u podloza tego zjawiska nie byto celem niniejszej rozprawy.
Zardwno szczury Wistar, jak i SHR, zareagowaly na diet¢ wysokosodowa
niewielkim wzrostem catkowitego przeptywu krwi przez nerke (Ryc. 17). Jest to zgodne z
przewidywaniami, poniewaz zwigkszenie ukrwienia wydaje si¢ by¢ koniecznym
nastgpstwem zwigkszenia masy nerek (Ryc. 9) oraz intensyfikacji procesow
metabolicznych zwigzanej ze zwigkszonym transportem. Paradoksalne na pierwszy rzut
oka zwigkszenie wydalania pozwala chroni¢ rownowage wodno-elektrolitowa organizmu,
nawet jesli nie jest ona idealna. Z drugiej strony RBF 1 CBF, w przeciwienstwie do
przeptywéw rdzeniowych, sa objete dosy¢ sprawng autoregulacja [Cowley AW i wsp.,
1992], dlatego tez wysoki wyjsciowy (na diecie STD) CBF u szczurow SHR (Ryc. 18) jest
interesujacg  obserwacja, mogaca S$wiadczy¢ o upo$ledzeniu mechanizmoéw
autoregulacyjnych. Jednym z takich mechanizmoéw decydujacych o wielkosci przeptywu
krwi przez nerke jest kanalikowo-ktgbuszkowe sprz¢zenie zwrotne, a punktem uchwytu w
dziataniu tego mechanizmu jest t¢tniczka doprowadzajaca kigbuszka. Jej patologiczny
skurcz powszechnie obserwowany u szczurow SHR [Bell PD i wsp., 2000], moégtby
wymusza¢ podwyzszenie RBF w celu zachowania tempa filtracji ktgbuszkowej. Ponadto
skurcz tetniczki doprowadzajacej prowadzi do rozwoju tzw. nadcisnienia klebuszkowego
[Palmer BF, 2001], co bez watpienia jest czynnikiem uszkadzajacym, by¢ moze
zwigzanym ze znacznie wigkszymi uszkodzeniami kigbuszkow u szczurow SHR niz u
szczuréow Wistar na diecie STD (Ryc. 12). Wedtug innej hipotezy mogacej wytlumaczy¢
podwyzszony wyjsciowy CBF u szczurow SHR w pordéwnaniu ze szczurami Wistar za
punkt wyj$cia mozna by uznaé zniszczone kiebuszki, ktére, by utrzymac filtracj¢ na
okreslonym poziomie, wymagaja zwigkszonego doptywu krwi. Obserwowany w grupie
SHR STD obrzgk struktur kory (Ryc. 13a) moglby by¢ nastepstwem takiego dtugotrwatego

zwigkszenia przeptywu krwi przez kor¢ (Ryc. 18), poniewaz zjawisko to sprzyja filtracji
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osocza z naczyn wlosowatych do §rodmigzszu okolicznych tkanek. Warto tez zwroci¢
uwage, ze szczury Wistar i SHR zareagowaty na diet¢ wysokosodowa przeciwstawnym
(chociaz statystycznie nieznamiennym) kierunkiem zmian CBF (Ryc. 18). Tendencje
wzrostowg ukrwienia u szczurow Wistar mozna wytlumaczy¢ koniecznos$cig zwickszenia
przeptywu przez nerki, ktore wraz z dieta zwigkszyly swa mase (Ryc. 9). U szczurow SHR
wzrost przeptywu, ktory bytby spodziewanym kierunkiem zmian, nie nastgpuje — by¢

moze w wyniku znacznego uszkodzenia kiebuszkow (Ryc. 12).

5.6. Zalezne od wysokiej podazy sodu uszkodzenia nerek i mozliwosci
regeneracyjne ich struktur

Jako jeden ze wskaznikéw uszkodzenia struktur nerkowych zostat uzyty antygen
jadrowy komorek proliferujacych (PCNA). Poprzez wspoétdzialanie z polimeraza delta
(Pol 0) zaangazowany jest on w proces syntezy DNA w cyklu komorkowym, dlatego tez
uznawany jest za klasyczny wskaznik proliferacji [Leonardi i wsp., 1992]. PCNA jest
niezbedny do przejscia komorki z fazy G; do S, wiec wyznakowane jadra moga
wskazywa¢ komorki w poznej fazie G, lub wezesnej fazie S [Connolly KM i1 Bogdanffy
MS, 1993]. Odkad dowiedziono, ze Pol & zaangazowana jest rdwniez w naprawe
uszkodzonego DNA, PCNA moze by¢ traktowany roéwniez jako wskaznik proceséw
naprawczych materiatu genetycznego [Shivji KK i wsp., 1992; Essers J i wsp., 2005], a co
za tym idzie wystapienia wczesniejszego uszkodzenia, poniewaz zwigzek ten intensyfikuje
wycinanie nukleotydow poprzez wzmocnienie funkcji katalitycznych tnacych enzymow
naprawczych [Nichols AF i1 Sancar A, 1992].

Procesy regeneracyjne zachodzace w nerkach moga obejmowaé oba procesy,
w ktoérych pojawia si¢ PCNA: proces naprawy uszkodzonej komoérki oraz — w chwili, gdy
uszkodzenie komorek jest nieodwracalne i prowadzi do ich $mierci — proces naprawy
tkanki poprzez powstawanie nowych komorek (proliferacje). Postepujace uszkodzenie
komorek kanalikow rozpoczyna zmiany w catym nefronie, prowadzace do uposledzenia
funkcji wydalniczej nerki. Zmiany te obejmuja a. niedrozno$¢ kanalikow, b. przeciek
filtratu miedzy komoérkami uszkodzonego nablonka kanalikéw, c. obnizenie filtracji
ktebuszkowej. Pierwsze dwa zjawiska wydaja si¢ by¢ kluczowymi nastgpstwami martwicy
(nekrozy) kanalikow oraz prowadza do pojawienia si¢ trzeciego. To wlasnie martwica

powoduje zapychanie kanalikéw martwymi elementami komorek oraz powstawanie
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rejondw wycieku przesaczu i ulatwienie jego powrotu do krazenia. Do tej pory
szczegblowo opisano procesy naprawcze kanalikow przebiegajace po niedokrwieniu.
Naprawa uszkodzonych kanalikow odbywa si¢ na drodze syntezy uszkodzonych
sktadnikow komorkowych (kiedy uszkodzenie komorki jest odwracalne) lub na drodze
proliferacji (w przypadku uszkodzenia nieodwracalnego). Naprawa poprzez synteze jest
wieloetapowa 1 pomimo, ze rozpoczyna si¢ zaraz po wystapieniu bodzca niedokrwiennego,
a cytoszkielet uszkodzonych komorek blizszego kanalika kretego jest zreorganizowany
w ciggu 60 minut, to cze$¢ funkcji pozostaje uposledzona jeszcze w dziesigtym, a nawet
w siedemnastym dniu po niedokrwieniu [Bacallao R i Fine LG, 1989]. Zastapienie struktur
kanalikowych uszkodzonych w sposob nieodwracalny trwa do 6 tygodni i obejmuje
proliferacje, a nastepnie dojrzewanie struktur, w ktorym oprocz czynnikow wzrostu biorg
rowniez udzial nierozpuszczalne elementy macierzy zewnatrzkomorkowej: kolagen,
lamininy, fibronektyna oraz proteoglikany. Pierwsze nieodwracalne zmiany apoptotyczne
pojawiaja si¢ w ciggu 48 godzin od niedokrwienia [Olsen TS i wsp., 1985]. Regeneracja
struktur kanalikowych jest mozliwa dzieki subpopulacji niewielkich komoérek nabtonka
kanalikow aktywowanych z okolicznych rejondéw uszkodzenia, ktorych proliferacja kieruja
czynniki wzrostu: nabtonkowy (EGF, ang. Epidermal Growth Factor), insulinopodobny
(IGF-1, ang. Insulin-like Growth Factor 1) i watrobowy (HGF, ang. Hepatocyte Growth
Factor) [Humes HD i wsp., 1995]. Nadal nie opisano specyficznych markeréw
dla komorek macierzystych kanalikow, stwierdzono natomiast, ze istnieje subpopulacja
komorek kanalikowych wystepujaca w segmencie S3 kanalika blizszego o cechach
komorek progenitorowych, ktore biorg udziat w naprawie uszkodzen poniedokrwiennych
w kanalikach nerki szczura [Maeshima A i wsp., 2003]. Obecnos¢ PCNA w jadrze
komoérkowym moze wigc wskazywac zarowno na proliferacje, jak 1 na procesy naprawcze,
toczace si¢ w uszkodzonej komorce.

Dieta wysokosodowa zwigkszata znacznie liczbg jader wyznakowanych przeciwko
PCNA u szczuréw Wistar w obu obszarach rdzenia (Ryc. 15B), co by¢ moze jest
konsekwencjg nasilonych procesow transportowych w kanalikach (Ryc. 22),
prowadzacych do lokalnego niedoboru tlenu. U szczurow SHR juz warto$ci wyjsciowe
(na diecie STD) wyznakowania przeciwko PCNA byly bardzo wysokie, co u tych zwierzat
moze by¢ efektem zlozonym, zaleznym od nasilonych proceséw transportowych
oraz uszkodzen zwigzanych z nadci$nieniem rozwijajacym si¢ u nich spontanicznie.

Trudno na tym etapie te ostatnie zmiany zwigza¢ z wysokim ci$nieniem krwi, gdyz
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w naszym przypadku nie réznilo si¢ ono istotnie od obserwowanego u zwierzat
normotensyjnych na diecie STD, aczkolwiek nie mozna wykluczy¢, ze u SHR to wlasnie
pierwotne uszkodzenia nerek o podtozu genetycznym prowadzg do rozwoju nadcisnienia.
Warto jednak zwrdci¢ uwage, ze nie tylko struktury kanalikowe ulegaty wyznakowaniu
przeciwko PCNA — zdarzalo si¢ to rowniez w strukturach kiebuszka (Ryc. 11). Trudno
jednak oceni¢, jaki typ komorek ulegal wyznakowaniu, poniewaz w kiebuszku, oprocz
komorek srodbtonka naczyn, wystepuja inne typy. W obszarze rdzenia wyznakowanie
przeciwko PCNA w komorkach srodbtonka pojawiato si¢ gtownie u szczurow SHR —
na diecie STD dotyczylo tylko strefy wewnetrznej (IM), na diecie wysokosodowe;j
pojawiato si¢ w obydwu warstwach rdzenia. U szczuréw Wistar wyznakowanie komorek
naczyn nie wystepowato ani na diecie standardowej, ani wysokosodowej. Wydaje si¢ wiec,
ze uszkodzenie, a wigc 1 procesy naprawcze u szczuroOw SHR, ale nie Wistar, obejmowato
réwniez struktury naczyniowe, co moglto w sposob bezposredni wplynaé na stopien
ukrwienia rdzenia.

Warto zaznaczy¢, ze to wlasnie krazenie rdzeniowe moze by¢ kluczowym
elementem procesu diurezy i natriurezy z nadci$nienia [Guyton AC i wsp., 1972; Cowley
AR Jr i wsp., 1995]. W $wietle nowych hipotez mozna sadzi¢, ze podstawowg sktadowa
tego zjawiska jest wzajemne oddzialywanie kanalikéw 1 naczyn prostych; prawdopodobnie
to kanaliki rdzeniowe uwalniajg NO, ktory buforuje naczyniokurczacy efekt Ang II
[Dickhout JG i wsp., 2002]. W ten sposdb krazenie rdzeniowe w duzej mierze opiera si¢
dziataniu Ang II [Mattson DL i wsp., 1991] umozliwiajac prawidlowe funkcjonowanie
struktur rdzenia — nadmierny skurcz naczyn ograniczytby dostep tlenu, ktérego w rdzeniu
juz w warunkach fizjologicznych jest bardzo mato.

Ubytek komorek rdzeniowych odcinkow kanalikéw (Ryc. 14B), cho¢ po 21 dniach
diety wydaje si¢ nie uposledza¢ diurezy i natriurezy z nadci$nienia (Ryc. 22A, 22B),
z czasem moze wigc doprowadzi¢ do utraty mozliwo$ci dlugoterminowej kontroli ci$nienia
krwi tetniczej. Jednakze zastosowana metoda liczenia nie rozrdznia, jak rozkladaja si¢
proporcje ubytku komorek w roznych ich klasach; zwigzane jest to z pojawiajaca si¢
czasem trudnosciag w rozroznieniu cienkich odcinkow petli nefronu od naczyn

krwionos$nych. Dlatego tez zliczenia takie nalezy traktowac z pewng rezerwa.
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5.7. Hemodynamika rdzenia i jej zwigzki ze zmianami morfologicznymi

U szczurow Wistar na diecie standardowej dwie warstwy rdzenia roznity si¢
miedzy sobg liczbg komoérek (wyrazang na jednostke powierzchni) — znacznie wigcej byto
ich w rdzeniu zewnetrznym (Ryc. 15A). Po diecie wysokosodowej rdznica ta zanikala.
By¢ moze to zroOwnanie zwigzane bylo ze zmiang stosunku ukrwienia warstw rdzenia
(OMBEF/IMBF), co rzeczywiscie mialo miejsce 1 bylo wynikiem przede wszystkim wzrostu
IMBF, przy zachowaniu zblizonych warto§ci OMBF. Mozna spekulowaé, ze rownolegly
wzrost ukrwienia obu warstw rdzenia mogiby skutecznie zapobiec wzrostowi ci$nienia
krwi, natomiast obserwowane uszkodzenia OM (wyrazne ubytki komoérek, Ryc. 10h)
uniemozliwiajg zwigkszenie jego ukrwienia prowadzac tym samym do dysfunkcji narzadu
1 wzrostu ci$nienia krwi tetniczej. Z drugiej strony mozna tez przypuszczac,
ze obserwowany ubytek komoérek w rdzeniu zewnetrznym jest nie przyczyna,
a nastepstwem niedokrwienia w tym obszarze. Wydaje si¢ prawdopodobne, ze doszio
do specyficznego przekierowania naptywajacej krwi z kory w kierunku rdzenia
wewnetrznego z cze¢sciowym pominigciem struktur rdzenia zewngtrznego przyczyniajac
si¢ do ich uszkodzenia. Wzrostowi IMBF towarzyszy spadek wyznakowania przeciwko
VEGF-A w obszarze IM (Ryc. 28i, 28j), podczas gdy zarowno przeplyw, jak i
wyznakowanie VEGF-A w OM pozostaje porownywalne (Ryc. 28a, 28b). Jednoczesne
zaistnienie tych zmian mogloby sugerowaé, ze wzrost przeptywu wewnatrzrdzeniowego
jest zjawiskiem niekorzystnym. Po diecie wysokosodowej w obydwu warstwach rdzenia
u szczurow Wistar nastepowat gwaltowny wzrost liczby jader wyznakowanych przeciwko
PCNA (OM: z 41 £ 3% do 74 + 1%; p < 0,05; IM: z 21 £+ 3% do 67 £+ 1%; p < 0,01;
Ryc. 15B), a zarazem znaczny spadek liczby komorek w tych warstwach. Mozna
przypuszczaé, ze obecno$¢ PCNA w ich jadrach jest wynikiem dziatan naprawczych,
a nie proliferacji. Jednak najnowsze doniesienia wskazuja na znaczny wzrost
intensywnos$ci proliferacji po diecie wysokosodowej w grubym odcinku ramienia
wstepujacego petli nefronu szczuréw sodowrazliwych [Yang C i wsp., 2013]. By¢ moze
zachodzg rownolegle procesy naprawcze oraz podzialy komorek, lecz ostateczny (netto)
efekt proliferacji 1 uszkodzenia daje zmniejszenie ich liczebnosci.

Szczury SHR wykazywaty rozleglejsze uszkodzenia po diecie wysokosodowej,
przy czym uszkodzenia te byly istotne nawet bez zwigkszenia podazy sodu (Ryc. 13).
Jednakze szczury te nie reaguja na diet¢ wysokosodowa wzrostem liczby jader

wyznakowanych przeciwko PCNA (Ryc. 15B), by¢ moze dlatego, ze wyjsciowo liczba ta,
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a wiec 1 uszkodzenia s3 juz znaczace. Mozna sugerowac, ze powstate — czy tez juz
istniejgce — uszkodzenia uniemozliwiaja uruchomienie dalszych proceséw naprawczych
w tkance. U szczurébw SHR w nerce obserwuje si¢ podwyzszony poziom ekspres;ji
transformujacego czynnika wzrostu (TGFB1) [Xue H i wsp., 2005]. Cytokina ta, uwalniana
np. we wczesnych stanach uszkodzenia niedokrwiennego, zdolna jest do regulacji
(pozytywnej badz negatywnej) proliferacji; moze wigc wplywa¢ na liczbe jader
wyznakowanych przeciwko PCNA. W warunkach in vitro TGFP indukuje proces
formowania kanalikéw nerkowych [Montesano R i wsp., 2007]. Co wazne, roznice
w liczbie jader komorkowych migdzy SHR na réznych dietach (Ryc. 14B) sa rownolegte
do roznic wartosci przeptywow rdzeniowych (Ryc. 19) — w rdzeniu zewnetrznym
zaobserwowano zarazem spadek ukrwienia, jak i spadek liczby jader (co moze sugerowac
pojawienie si¢ TGFp), podczas gdy w rdzeniu wewnetrznym przeptyw 1 liczba jader
zmienialy si¢ nieznacznie. Nalezy wspomnieé, ze gruby odcinek ramienia wstgpujacego
petli nefronu uznawany jest za gtéwne zrodto nadmiernej produkcji "O,” w nadci$nieniu
sodozaleznym [O’Connor PM i wsp., 2008]. Wzmozona produkcja reaktywnych form
tlenu w tym odcinku kanalika moze by¢ jedng z przyczyn duzego ubytku komorek
zaleznego od diety wysokosodowe;.

Wydaje si¢, ze zmiany w przeplywach rdzeniowych s3a najwazniejsza zmiang
hemodynamiczng w nerce zwierzat eksponowanych na wysoka podaz sodu w diecie. Dane
literaturowe wskazujg na istotny udzial naczyn oporowych rdzenia, zwlaszcza
zewnetrznego, w ksztaltowaniu ci$nienia krwi [Pallone TL, 1994]. Rowniez doniesienia
o wielu mechanizmach chronigcych krazenie rdzeniowe wskazuja na istotny jego udzial
w procesach ksztaltowania ci$nienia krwi tetniczej [Cowley AW Jr, 2008]. W Zaktadzie
Fizjologii Nerek 1 Ptynéw Ustrojowych zdecydowano si¢ na zastosowanie rozdzielnych
pomiaréw przeptywu krwi technika laser-Doppler przez zewnetrzng i wewnetrzng czesé
rdzenia nerki szczura. Wiekszo$¢ zespotow badawczych na $wiecie stosuje uproszczony
model pomiaréw, stosujac jedna sond¢ rdzeniowa. To nowatorskie podejscie jest zwigzane
z refleksja, ze w zwigzku z roznica budowy 1 funkcji kanalikoéw zlokalizowanych
w r6éznych obszarach rdzenia, a takze z odmiennym unaczynieniem tych obszarow,
w roznych stanach fizjologicznych i patologicznych ukrwienie tych dwoch rejonéw moze
by¢ regulowane niezaleznie. Niespodziewana byla obserwacja obnizenia stosunku
ukrwienia rdzenia zewngetrznego do wewnetrznego na diecie wysokosodowej; wiasnie to

lezalo w czeg$ci u podstawy sformulowania hipotez niniejszego projektu badawczego.
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Okazato si¢, ze zar6wno u szczurow Wistar, jak 1 u szczuréw SHR, w wyniku
podwyzszonej podazy sodu w diecie stosunek OMBF/IMBF ulega obnizeniu (Ryc. 19A),
jest jednak wynikiem zmiany innej czesci sktadowej: u szczuréw Wistar zalezy od wzrostu
IMBEF, a u szczuréw SHR od wybioérczego spadku OMBF (Ryc. 19B).

Jak wspomniano wcze$niej, zmianom hemodynamicznym u szczuré6w Wistar
towarzyszyly zmiany we wzorze wystgpowania VEGF-A (Ryc. 28). O ile wyznakowanie
OM pozostawato stale, niezaleznie od diety (Ryc. 28a, 28b), liczba wyznakowanych
struktur w IM obnizala si¢ wraz z dieta (Ryc. 28i, 28j), podobnie jak przeptyw krwi
przez t¢ strefe rdzenia (IMBF, Ryc. 19B). Z kolei zmiany w przeptywach rdzeniowych
szczurbw SHR zachodzily réwnolegle ze zmianami liczby jader komodrkowych
1 aktywnos$ci zelatynolitycznej: w rdzeniu zewngtrznym obserwowano zaréwno spadek
ukrwienia (Ryc. 19B), jak 1 obnizenie liczby jader (Ryc. 14B) 1 aktywnosci
zelatynolitycznej (Ryc. 33B), podczas gdy wartosci te pozostawaly na stalym poziomie
w rdzeniu wewnetrznym.

Pomiar przeptywow krwi technika laser-Doppler jest technikg wysoce czuta,
pozwalajaca wykona¢ bardzo precyzyjne pomiary. Warto jednak zwroci¢ uwage, ze sondy
laserowe sg sondami punktowymi, tzn. mierzg wartosci przeplywu tylko w niewielkim
obszarze. Czasem wigc, warto§¢ pomiaru zaleze¢ moze od miejsca, w jakim sonda zostala
umiejscowiona (np. duze naczynie ponizej sondy). Ponadto, umiejscowienie dwoch sond
w zbyt bliskiej odleglosci moze prowadzi¢ do wzajemnych zakidcen (Swiatto laserowe
jednej sondy moze by¢ rejestrowane przez druga). Poniewaz zréznicowanie parametrow
ukrwienia rdzenia mialo w tym projekcie kluczowe znaczenie, zdecydowano si¢
na wykonanie dodatkowych kontrolnych do$§wiadczen, w ktorych do pomiaru ukrwienia
rdzenia zewnetrznego 1 wewnetrznego uzyto tej samej sondy, umieszczonej
w mikromanipulatorze 1 przemieszczanej na odpowiednig glebokos¢. Co prawda wartosci
pomiaru za pomocg dwoch sond mozna poréwnywaé ze soba, gdyz sondy sa uprzednio
kalibrowane, jednakze takie dodatkowe pomiary dokonane jedng sonda pozwolity

potwierdzi¢ zmiany w stosunku ukrwienia obydwu warstw rdzenia (Ryc. 21).

5.8. Wydalanie nerkowe

W parametrach wydalniczych, zgodnie z teoria Guytona, dato si¢ zauwazyc

zjawiska zwiekszonego wydalania wody 1 sodu w wyniku nadcis$nienia. Szczegolnie tatwo
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byto je zaobserwowa¢ w grupie szczurow SHR STD, ktére pomimo braku obcigzenia
sodem w pozywieniu miaty dwukrotnie wyzsze jego wydalanie niz grupa Wistar STD
(Ryc. 22B; r6znica w MBP miedzy tymi grupami to 34 mmHg, Ryc. 16). Wydalanie wody
pozostawalo na porownywalnym poziomie. Gléwnym czynnikiem ksztaltujacym
ostatecznie objetos¢ wydalanej wody jest wazopresyna; jej stezenie u szczuréw SHR jest
porownywalne z normotensyjng kontrolg [Sladek CS i wsp., 1987], a wigc brak roznic
w wydalaniu wody miedzy grupami Wistar STD i SHR STD nie jest niczym zaskakujacym
(Ryc. 22A).

Zardéwno u szczurow Wistar, jak i SHR wzrostowi ci$nienia bedacemu wynikiem
zwigkszonej podazy sodu w diecie towarzyszy wzrost wydalania wody, sodu, a takze ogétu
substancji osmotycznie czynnych (oznaczenie to rowniez uwzglednia jony Na', ale takze
np. mocznik). Duzy wzrost wydalania sodu u szczurow SHR w odpowiedzi na dietg
wysokosodowg pokazuje, ze szczury te prawidlowo reaguja na nadmiar sodu
w organizmie, nie dopuszczajac do jego kumulacji w osoczu (Ryc. 7). Jednakze ich
ci$nienie tetnicze wzrasta, co zostato juz skomentowane we wczesniejszych rozdziatach.

Lokalny obrzgk korowych odcinkéw kanalikoéw, obserwowany u szczuréw SHR
(Ryc. 13a), ktory pod wptywem diety wysokosodowej przechodzit w jeszcze wyrazniejsze
uszkodzenie (Ryc. 13g) z pewnoscig nie pozostawal obojetny dla formowania moczu.
Wiasnie w tym rejonie nerki znajdujg si¢ krete odcinki kanalika blizszego, w ktorych
zachodzi tzw. resorpcja obowigzkowa — objetos¢ przesaczu kiebuszkowego zostaje
izoosmotycznie zredukowana o ok. 2/3. Dzigki temu procesy resorpcji i sekrecji
zachodzace w kolejnych odcinkach kanalika moga zachodzi¢ bardziej wybidrczo.
Uszkodzenie tego rejonu kanalika bedzie wiec miato wpltyw na caty proces ksztattowania
sktadu 1 objetosci moczu, a w efekcie na koncowe st¢zenie wydalanych substancji. Trudno
jest wskaza¢ powdd wystgpienia obrzeku oraz wakuolizacji w tym rejonie nerki. Istniejg
doniesienia mowiagce, ze ograniczenie dostepnosci endogennego VEGF-A powoduje
obrzek 1 wakuolizacje komoérek s$rodbtonka [Kitamoto Y i wsp., 2001]. VEGF-A
w nerkach, podobnie jak w $§rodblonku naczyn, odgrywa kluczowg role w utrzymaniu
integralno$ci nabtonka kanalikow. Co prawda brak roznic w liczbie wyznakowanych
przeciwko VEGF-A struktur w korze migdzy czterema grupami mogltby sugerowac¢ brak
réznicy w jego ekspresji, jednak ilo§¢ VEGF-A nie da si¢ w zaden sposob przetozy¢

na jego faktyczng biologiczng dostgpnos¢ ze wzgledu na wystepowanie licznych biatek
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wigzacych VEGF-A oraz ligandow dla jego receptorow, dzialajacych agonistycznie
lub antagonistycznie [Foster RR, 2009].

Zjawisko natriurezy z nadcis$nienia, ktore spowodowalo w grupie szczuréw SHR
STD wydalanie sodu wigksze niz w grupie Wistar STD, wiaze si¢, nieco paradoksalnie,
z nasileniem wysoce energochtonnych procesow transportowych, szczegodlnie w obrebie
rdzenia zewnetrznego. Jesli doprowadzaja one do wyczerpania komorkowych zapasow
ATP nastepuje rozpad cytoszkieletu, co pocigga za sobg naruszenie Scistych zlaczy
miedzykomérkowych. W  blonie komodrkowej nastgpuje naruszenie  warstwy
fosfolipidowej, a Na/K-ATPaza przemieszcza si¢ z btony podstawnobocznej do apikalnej,
co owocuje zmianami w rabku szczoteczkowym komorek kanalika blizszego [Molitoris
i wsp., 1992]. To prowadzi do martwicy komorek, ktore obumierajagc moga wywolywaé
niedrozno$¢ kanalikow. By¢ moze obserwowane w grupie SHR STD lokalne obrzeki
kanalikow sa zwigzane sg z obecno$cig komorek o naruszonej strukturze, ktorych $ciste
zltacza ulegly rozszczelnieniu. Jak wspomniano wcze$niej, uszkodzenia takie
sg odwracalne i by¢ moze wlasnie to thumaczy obecno$¢ jader wyznakowanych przeciwko
PCNA w korze (Ryc. 13d), §wiadczac o toczagcym si¢ tam procesie regeneracji. W takiej
sytuacji wyciek moczu pierwotnego z kanalikow moze zmusza¢ komoérki do dalszego
zwigkszania proceséw transportowych, przeciwdzialajacych wyciekowi, a w efekcie
do powstania zjawiska blednego kota. U szczurow SHR po diecie wysokosodowe]
pojawiajace si¢ w tych miejscach rejony wakuolizacji $wiadczy¢ moga o wkroczeniu
w kolejna faze uszkodzenia — martwicy kanalikow, ktora oprocz oczywistego uposledzenia
reabsorpcji prowadzi rowniez do niedroznosci kanalikow.

Dieta wysokosodowa, zarowno u szczurow Wistar, jak 1 u szczurow SHR,
zwickszata diureze (Ryc. 22A). Warto zwroci¢ uwage, ze zwigkszenie diurezy
w odpowiedzi na wysokg podaz sodu bylo w proporcjach podobne do zwickszenia stopnia
uszkodzenia ktgbuszkow (IUK u szczuréw Wistar wzrést o potowe, u SHR dwukrotnie,
Ryc. 12; diureza u szczuréw Wistar wzrosta o potowe, u SHR czterokrotnie, Ryc. 22A).
Prawidtowos¢ ta nie dotyczy kanalikow; u szczurow Wistar, ktore utracily znacznie wigcej
komorek w obu obszarach rdzenia, diureza wzrastata znacznie stabiej, niz u szczuréw
SHR, u ktorych ubytku komorek nie odnotowano (Ryc. 14A). Mozna wigc przypuszczaé,
ze na tempo wydalania moczu wigkszy wptyw ma stopniowa utrata funkcji kigbuszkow
(wydalany z moczem VEGF-A moze wskazywaé na zwigkszenie ich przepuszczalnosci,

Ryc. 26), niz procesy zachodzace w kanalikach rdzenia, jednakze procesy zageszczania
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moczu s3 bardzo ztozone (i w poszczeg6lnych etapach przeciwstawne), a wielkos$¢ diurezy
jest jedynie ich ostatecznym efektem.

Zastanawiajgce jest, dlaczego dieta wysokosodowa nie zwickszyta wydalania
metabolitow tlenku azotu (Ryc. 24B). Co prawda u szczurow SHR wida¢ tendencje
do zwigkszenia wydalania tych zwigzkow, jednak u szczuro6w Wistar jest ona niewidoczna.
Poziom reaktywnych form tlenu i azotu ro$nie w rdzeniu zewnetrznym w wielu modelach
nadcis$nienia, a takze w nerce organizmow sodowrazliwych [Cowley AW Jr, 2008].
Powstawanie NO w odpowiedzi na wzrastajace stezenie ROS przektadato si¢ na stezenie
metabolitow NO w moczu [O’Connor PM 1 Cowley AW Jr, 2010]. Dodatkowo NO
zmniejsza transport kanalikowy (a wigc zwigksza wydalanie sodu) [Herrera M i wsp.,
2006] oraz zwigksza przeptyw rdzeniowy [Mattson DL i wsp., 1992]. Zwigkszenie
wydalania sodu (Ryc. 22B), podobnie jak wzrost przeptywu wewnatrzrdzeniowego
u szczurow Wistar (Ryc. 19B) moglby wigc i1§¢ w parze ze zwigkszonym wydalaniem

metabolitow NO.

5.9. Ogolnoustrojowy stres oksydacyjny a stan Srodblonka naczyn i nerek

Reaktywne formy tlenu wchodzg w gwattowne reakcje z lipidami, tworzac wiele
produktow, w tym  8-izoprostaglandyne F2a  (8-izoprostan, 8-izo-PGF2a).
Wiele dotychczasowych badan wskazuje na to, ze pomiar izoprostanow typu F2
jest wiarygodnym i uzytecznym wskaznikiem peroksydacji 1 oceny stresu oksydacyjnego
in vivo [Morrow JD 1 Roberts LJ, 1997]. Substancja najpowszechniej wykorzystywang
jako taki wskaznik jest wlasnie 8-izo-PGF2a. W stresie oksydacyjnym powstaje on
na drodze peroksydacji kwasu arachidonowego zwigzanego z fosfolipidami bton
komoérkowych réznych narzadow. Produkt takiej reakcji nadal zwigzany jest z btong
komorkows, lecz z czasem moze zosta¢ uwolniony przez fosfolipazy [Morrow JD i wsp.,
1992]. Dlatego tez 8-izo-PGF2a moze by¢ oznaczany w dwodch frakcjach: wolnej
1 zwigzanej. Powszechnie uwaza si¢, ze oznaczenie frakcji wolnej (w moczu, osoczu)
mozna przektada¢ na okreslenie ogolnej produkcji 8-1zo-PGF2a in vivo, co z kolei
swiadczy o poziomie peroksydacji lipidow w catym ustroju. Oznaczanie frakcji zwigzanej
pozwala za$ na specyficzne okre$lenie miejsca uszkodzenia. Co wazne, bardziej

zaawansowany wiek, ktory roéwniez uznawany jest za czynnik zwigkszajacy stres

108



5. Dyskusja

oksydacyjny, u szczurdw nie wptywa na frakcje wolnego 8-izo-PGF2a [Chu X i wsp.,
2009].

8-izoprostaglandyna F2a oraz jej pochodne dziatajg antydiuretycznie poprzez
wpltyw na hemodynamike nerek oraz transport kanalikowy. W nerkach 8-izo-PGF2a dziata
naczyniokurczaco [Badr KF i Abi-Antoun TE, 2005], co moze obniza¢ RBF oraz tempo
filtracji kiebuszkowej (GFR). Oprocz tych mechanizméw, ktore same z siebie obnizajg
wydalania wody 1 sodu, 8-izo-PGF2a prawdopodobnie réwniez dziata bezposrednio
na transport kanalikowy. Wzrost stezenia 8-izo-PGF2a oraz innych izoprostanéw
obserwuje si¢ zar6wno w moczu [Schnackenberg CG 1 Wilcox CS, 1999], jak i w osoczu
[Haas JA i wsp., 1999; Reckelhoff JF i wsp., 2000] w réznych modelach nadci$nienia,
co sugeruje, ze 8-izo-PGF2a moze wptywa¢ na funkcje komoérek kanalikow zarowno
od strony $§wiatta kanalika, jak i od strony podstawnobocznej.

W niniejszej pracy oznaczano st¢zenie 8-izo-PGF2a tylko w moczu szczuréw
Wistar, wystawionych na 10, 21 lub 28 dni dziatania diety wysokosodowej. Interesujace
jest, ze wydalanie 8-1zo-PGF2a byto trzykrotnie wyzsze niz na diecie standardowej tylko
po 10 dniach diety wysokosodowej (Ryc. 25). Jak wspomniano wczes$niej, wpisuje si¢ to
w hipotez¢ mowigca, ze ok. 10. dnia diety wysokosodowej nastepuje zmiana natury
odpowiedzi na wysoka podaz sodu. W wyniku dtuzszej ekspozycji na diete wysokosodowa
poziom wydalania 8-izo-PGF2a powracat do wartosci wyjsciowych, jednak rozpoczete
wcezesniej zwiekszenie jego produkcji mogto przyczynia¢ si¢ do utrwalenia wysokiego
cisnienia krwi poprzez wplyw na hemodynamike nerek i transport kanalikowy,
czyli procesy ksztattujace cisnienie krwi t¢tnicze;j.

Warto wspomnie¢, ze producent testu do oznaczania 8-izo-PGF2a zaznacza,
ze moze zachodzi¢ reakcja krzyzowa z innymi 8-izoprostanami, tzn. z etanolamidem
8-izoprostanu (100%), 8-izoprostaglandyng F3a (20,6%) czy 2,3-dinor-8-izoprostanem
(4%). Poniewaz reakcja krzyzowa z innymi prostaglandynami zachodzi rzadko (test
wykryje tylko 0,16% PGD;, i1 0,02% PGE;) i nie przekracza 1,9% wykrytej wartosci,
pozostaje jedynie rozpatrze¢ ewentualny udziat innych 8-izoprostanow w oznaczonej
zawartosci 8-1zo-PGF2a. Powstajag one w podobnych procesach utleniania, a ich dziatanie
zblizone jest do 8-izo-PGF2a, 0 czym wspomniano na poczatku niniejszego podrozdziatu,
a wigc przyjmujac wynik tego oznaczenia jako miar¢ stresu oksydacyjnego, mozna

je zaniedbac.
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Wiadomo, ze nerke cechuje przeptyw krwi nieproporcjonalnie wysoki w stosunku
do zuzycia tlenu przez ten narzad. Jednakze reabsorpcja wody i sodu jest procesem wysoce
energochtonnym. W konsekwencji pomimo wysokiego przeptywu krwi nerki narazone
sg na stany niedotlenienia (hipoksji), szczegélnie przy duzym obcigzeniu jonami sodu
w diecie. Najnowsze badania wykazaty, ze chroniczna hipoksja okotokanalikowego
srddmigzszu jest ostatnim etapem czgstej $ciezki zmian prowadzacej do krancowej
choroby nerek (ESRD, ang. End-Stage Renal Disease) [Nangaku M, 2006]. Niedotlenienie
samo przez si¢ stymuluje oksydaze ksantynowa i1 oksydaze NADPH, co owocuje
zwigkszeniem stresu oksydacyjnego [Abramoc AY i wsp., 2007]. To btgdne koto moze
przyczynia¢ si¢ do wielu dysfunkcji, w tym prowadzi¢ do nadci$nienia tetniczego.
Powstajagce w tym mechanizmie reaktywne formy tlenu reaguja z NO tworzac rodnik
nadnitrylowy ONOO™ i w ten sposob zmniejszaja dostepnos¢ tlenku azotu, co prowadzi
do rozregulowania funkcji mitochondriéw i zmniejszenia zdolno$ci wykorzystania tlenu.
Mozliwos¢ ograniczania wykorzystywania tlenu w nerkach przez NO udowodniono
w doswiadczeniach, w ktorych inhibitor NOS podwyzszat catkowite zuzycie tlenu w nerce
[Laycock SK i wsp., 1998]; do tej pory nie ustalono, ktéra z izoform NOS jest za to
odpowiedzialna. U szczurow SHR dostgpnos¢ NO jest znacznie obnizona w zwigzku
ze zwigkszong produkcja ROS, bedaca wynikiem wzmocnienia ekspresji oksydazy
NADPH przez syntetyzowang lokalnie Ang II [Adler S 1 Huang H, 2004]. Podwyzszona
ilos¢ ROS pochodzacych od NADPH 1 obnizona dostgpnos¢ NO aktywuje kinaz¢ Rho,
ktéra przez hamowanie fosfatazy lekkich tancuchéw miozyny prowadzi do skurczu
mig$niowki naczyn [Jin L i wsp., 2006].

Najwigcej wolnych rodnikow przedostaje si¢ do $ciany naczynia z makrofagow
1 bez watpienia wlasnie te komorki odgrywaja wazng role w patologicznych zmianach
zachodzacych w naczyniach [Cathcart MK, 2004]. Gtownym wolnym rodnikiem
w patologii naczyn jest ‘O,’, ktory w schorzeniach naczyniowych pochodzi gtéwnie
z oksydazy NADPH [Mueller CF i wsp., 2005]. Reagujac z NO rodnik ten ostabia sygnat
naczyniorozszerzajacy, a powstajacy w tej reakcji ONOQO™ przyczynia si¢ do uszkodzenia
komorek [Beckman JS 1 Koppenol WH, 1996], co w efekcie skutkowa¢ moze dysfunkcja
srodbtonka.

Wzrost syntezy tlenku azotu w $rodblonku, obserwowany posrednio w odpowiedzi
na diet¢ wysokosodowg u szczuréw Wistar i SHR (Ryc. 24A) moze wigc by¢ wynikiem

nie tyle uruchomienia mechanizmu naczyniorozszerzajacego, co mechanizmu
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neutralizowania reaktywnych form tlenu, ktérych powstawanie jest zintensyfikowane przy
wzroscie cisnienia krwi. Sama zmiana produkcji NO w $rédbtonku moze $wiadczy¢
o wilasciwej reakcji na diet¢ wysokosodowa, jednak dhlugo utrzymujaca si¢ ekspozycja
na wysoka podaz sodu moze doprowadzi¢ do dysfunkcji §rédbtonka. Wydaje si¢ jednak,
ze wzrost stezenia metabolitow NO w osoczu w odpowiedzi na diet¢ wysokosodowa
u szczurdow SHR jest nieco nizszy niz u szczurdw Wistar (Ryc. 24A). By¢ moze jest to
zwiazane z faktem, ze stezenie reaktywnych form tlenu w matych naczyniach u szczuréw

SHR jest zawsze wyzsze niz u zwierzat normotensyjnych [Kobayashi N i wsp., 2005].

5.10. NGAL jako wskaznik stanu zapalnego i specyficznego uszkodzenia
kanalikow blizszych

Rozwijajaca si¢ medycyna kliniczna i doswiadczalna w ostatnich latach przyniosta
opis wielu nowych zjawisk zachodzacych w roznych stanach chorobowych nerek, dzigki
nowym technikom dosy¢ tatwych do wykrycia w oparciu o badanie moczu. Oznaczanie
wydalania albuminy, uznawane w klinice za zloty standard, coraz czesciej nie spetnia
wspotczesnych wymagan; zmiany w blonie podstawnej kiebuszkéw zachodza znacznie
wczesniej niz mikroalbuminuria [Narita T i wsp., 2006]. Wykrycie uposledzenia czynnosci
nerek na podstawie pomiardéw klirensu kreatyniny mozliwe jest dopiero po utracie ok. 50%
ich funkcji [Nguyen MT 1 Devarajan P, 2008]. Opisanie wielu mechanizméw
chorobowych i powigzanie ich z konkretnymi zmianami strukturalnymi w nerce wymaga
znalezienia nowych, bardziej czutych, specyficznych, a takze wczesnych substancji
wskaznikowych, ktére mozna oznacza¢ w moczu. W niniejszej rozprawie oznaczano
wydalanie dwoch substancji z grona dobrych kandydatow na wskazniki stanow
chorobowych nerek: VEGF-A, wskazujacy na uszkodzenia btony filtracyjnej ktebuszkow,
oraz NGAL, ujawniajacy zmiany w kanaliku blizszym. Obie te czasteczki wystepuja
zarbwno w moczu, jak i osoczu, lecz $ledzenie ich zmian w obu tych ptynach moze
przynosi¢ informacje na temat odmiennych stanéw chorobowych.

Ogolnoustrojowa (kragzaca w osoczu) NGAL moze pochodzi¢ z wielu zrddet:
by¢ syntetyzowana w watrobie, uwalniana z aktywowanych neutrofili lub makrofagow,
czy tez z plytek miazdzycowych lub komoérek $réodbtonka wykazujacych fenotyp
prozapalny [Nguyen MT i Devarajan P, 2008]. W odpowiedzi na uszkodzenie nerek
synteza NGAL pobudzana jest nie tylko w uszkodzonych kanalikach i1 lokalnie
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aktywowanych neutrofilach, ale takze systemowo (w watrobie) [Matyszko J i wsp., 2008],
co znajduje odbicie w zawartosci NGAL w osoczu. Bedzie to jednak obraz znacznie mniej
miarodajny niz ocena st¢zenia NGAL w moczu. By potwierdzi¢ stan zapalny jako
przyczyng wzrostu NGAL w osoczu, powinno si¢ wykona¢ dodatkowo oznaczenie
interleukiny 8 (IL-8). Wzrost stgzenia obydwu wskaznikéw wskazywatby jednoznacznie
na ogodlnoustrojowy stan zapalny. Pomigdzy czterema grupami doswiadczalnymi
niniejszego projektu nie zauwazono istotnych réznic w stezeniu NGAL w osoczu
(Ryc. 23A). Statystycznie istotna réznica pomi¢dzy zwierzetami po diecie wysokosodowe;]
(Wistar HS21 vs SHR HS21) wynika jedynie z przeciwstawnych stabych tendencji —
u szczuréw Wistar dieta wysokosodowa ujawnia tendencj¢ do obnizania stezenia NGAL
w osoczu, a u szczurow SHR — przeciwnie. Te stabe tendencje wskazujg jednak
na odmienng reakcje na diete wysokosodowa, co jest kolejng przestanka wskazujaca
na zréznicowanie mechanizméw zmian sodozaleznych u szczurow Wistar i SHR.

Podobnie nie stwierdzono zauwazalnych zmian zawarto$ci tego wskaznika
w moczu (Ryc. 23B). NGAL, o ktorym pisze si¢, ze jest jednym z doskonalych
kandydatéw na specyficzny i1 czuly marker uszkodzen nerek [Nguyen MT 1 Devarajan P,
2008], wydaje si¢ by¢ nieuzyteczny w odniesieniu do uszkodzen zaistnialych wskutek
wysokiej podazy sodu w diecie. Mozliwe, ze zmiany po 21 dniach sa na tyle duze
(co wida¢ w korze — a wigc 1 w kanalikach blizszych — szczuréw SHR, Ryc. 13g),
ze w tym przedziale czasu zmiana w wydalaniu NGAL nie wystepuje. Rzeczywiscie, wiele
zrddel sugeruje uzycie NGAL jako wskaznika ostrego uszkodzenia nerek [Mishra J i wsp.,
2005; Wagener G i wsp., 2006], jednakze pojawiaja si¢ roOwniez prace wykazujace
zwigkszone jego wydalanie przy znacznie dluzszym niz 21 dni obcigzeniu nerek
czynnikami uszkadzajacymi [Ding H i wsp., 2007; Mitsnefes MM i wsp., 2007; Matyszko
J i wsp., 2008]. Interesujace byloby zaobserwowanie, czy istniejg zmiany w wydalaniu
NGAL w krotszych przedzialach czasowych, by¢ moze wlasnie okoto dziesigtego dnia
diety HS. Stwierdzony w tym dniu wzrost wydalania 8-izo-PGF2a mogtby bowiem by¢
w jaki$§ sposob zwigzany z dziataniem NGAL; wykazano, ze pacjenci z hemochromatoza
(nadmierne wchianianie zelaza z pozywienia) usuwajg razem z moczem znacznie wigcej
8-izoprostanu niz ludzie zdrowi [Kom GD i wsp., 2006]. Duze dawki zelaza przyczyniaja
si¢ do powstawania stresu oksydacyjnego, podczas ktérego formuja si¢ 8-izoprostany.
NGAL, jako nos$nik sideroforow, moze odbiera¢ od komodrek nadmiar zelaza, z kolei nerki

sg kluczowym narzadem, chronigcym organizm przed utratag zelaza. Zaro6wno
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te powigzania z 8-izo-PGF20, jak i opisy udzialtu NGAL we wczesnych stadiach
uszkodzenia kanalikoéw nerkowych, przemawiatyby za tym, by w przysztosci okresli¢

wydalanie NGAL ok. 10. dnia diety wysokosodowe;.

5.11. Indeks uszkodzenia klebuszkow i jego pozytywna korelacja
z wydalaniem czynnika VEGF-A

Drugim wskaznikiem biochemicznym z puli kandydatow do zastosowania
w klinicystyce, jaki oznaczano w moczu, byt VEGF-A. Z wcze$niejszych doniesien
wynika, ze jego stezenie w moczu, ale nie w osoczu, wzrasta na dlugo przed
mikroalbuminurig [Kim NH i wsp., 2004; Kim NH i wsp., 2005]. Wystepujacy w moczu
VEGF-A jest produkowany gtownie w nerkach przez komorki kigbuszka [Lenz T i wsp.,
2003; Cha DR i wsp., 2004] oraz kanalikow [Kim NH i wsp., 2005]. Dotychczasowe prace
nie zglebity jednak problemu na tyle, by ostatecznie okresli¢ uzytecznos¢ VEGF-A jako
wskaznika uszkodzenia btony filtracyjnej w praktyce klinicznej. Dlatego tez w niniejsze;j
pracy poszukiwano korelacji pomigdzy wartosciami wydalanego VEGF-A a stopniem
uszkodzenia kiebuszkow.

Indeks uszkodzenia klebuszkow, wyliczony dla szczuréw Wistar, wskazywal
jedynie na niewielkg tendencje wzrostowa uszkodzenia tych struktur w odpowiedzi
na diete wysokosodowa (Ryc. 12). Warto jednak pamigtaé, ze nawet niewielkie
uszkodzenia btony filtracyjnej moga by¢ nieodwracalne. Tworzace ja podocyty sg skrajnie
wyspecjalizowanymi komoérkami niezdolnymi do proliferacji. Spadek ich liczby, cho¢
moze zosta¢ zrekompensowany zwigkszeniem liczby wyrostkow stopowatych, prowadzi
bezposrednio do  biatkomoczu oraz  stwardnienia  kigbuszkéw  nerkowych
(ang. glomerulosclerosis) [Shankland SJ, 2006]. Interesujace jest, ze szczury SHR
na diecie standardowej maja znacznie bardziej uszkodzone kiebuszki niz szczury Wistar
na tej samej diecie (Ryc. 12). Ci$nienie skurczowe w tych dwodch grupach (mierzone
w do$wiadczeniu chronicznym) byto poréwnywalne (Ryc. 6). By¢ moze jest to argument
przemawiajacy za tym, ze tego typu uszkodzenia strukturalne sg pierwotne wzgledem
nadci$nienia tetniczego. U miodych SHR wzrost oporu naczyniowego w nerkach
oraz przerost komoérek mie$niowki §cian naczyn nerkowych pojawial si¢ juz w 4. tygodniu
zycia, a wiec przed pojawieniem si¢ choroby nadcisnieniowej [Smeda i wsp., 1988].

Obserwowano u nich rowniez wzrost wrazliwosci naczyn nerkowych na zwiazki
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naczyniokurczace, a takze spadek przeplywu rdzeniowego [Vyas SJ i Jackson EK, 1995;
Sasajima H i wsp., 1997]. Pojawienie si¢ takich strukturalnych i funkcjonalnych zmian —
zwlaszcza w tetniczkach doprowadzajacych kiebuszkéw — przed fazg rozwoju nadci§nienia
oraz obecno$¢ zmian strukturalnych pomimo unormowania ci$nienia krwi sugeruje,
ze zmiany takie nie sg nastgpstwem podwyzszonego cis$nienia, ale mogg by¢ elementem
przyczynowym prowadzacym do choroby nadci$nieniowe;.

Waznym zjawiskiem w regulacji filtracji klgbuszkowej jest zmiana S$rednicy
tetniczki doprowadzajacej. Wiadomo, ze syntetyzowana lokalnie w nerkach Ang II
wywiera specyficzne dziatanie naczyniokurczace wobec tgtniczek doprowadzajacych,
co prowadzi do rozwoju tzw. nadcis$nienia klebuszkowego [Palmer BF, 2001], a w dalsze;j
perspektywie do biatkomoczu wywotanego badz przez zmiany w kapilarach
ktebuszkowych (nadci$nienie 1 hipertrofia srodbtonka), badz przez obkurczenie komodrek
mezangialnych, co zaburza krazenie wewnatrzkiebuszkowe oraz przepuszczalnosée
i selektywno$¢ btony filtracyjnej. Ponadto indukowany przez Ang II skurcz tetniczki
odprowadzajacej (znacznie stabszy niz doprowadzajacej), dalszych naczyn
zaktebuszkowych w korze oraz naczyn prostych (vasa recta) w rdzeniu moglby prowadzi¢
do retencji sodu, wzrostu objetosci osocza i ci$nienia tetniczego krwi. W aspekcie
dlugofalowym prowadzi to do przebudowy naczyn nerki, dalszego wzrostu oporu
naczyniowego 1 powstania blednego kola prowadzacego do coraz wigkszego wzrostu
ci$nienia krwi i do choroby nadci$nieniowe;.

Wiadomo, ze lokalne uktady RAAS (np. wewnatrznerkowy) ulegaja nadmiernej
aktywacji w sytuacjach patologicznych, podczas gdy ogoélnoustrojowy RAAS w wielu
przypadkach (np. przy duzej podazy sodu w diecie) ulega czeSciowemu zahamowaniu.
Takie zjawisko zachodzi takze u szczurow SHR, u ktérych obnizenie aktywnosci RAAS
jest mechanizmem kompensujacym nadci$nienie [Shiono K i Sokabe H, 1976]. Skurcz
tetniczki doprowadzajacej jest wigc u szczuroOw SHR zjawiskiem powszechnym,
zwigzanym réwniez z zaburzeniami aktywno$ci wymiennika NCX (ang. Na*/Ca’*
Exchanger), ktory poprzez usuwanie jondw wapnia z komorki prowadzi do rozkurczu
mieg$niowki naczyn [Blaustein MP 1 Lederer WJ, 1999]. Jego aktywnos$¢ jest wyzsza
w tetniczkach doprowadzajacych niz odprowadzajacych. U szczurow SHR aktywno$¢
NCX jest zahamowana zwlaszcza w tetniczkach doprowadzajacych, co prowadzi do ich
skurczu [Bell PD i wsp., 2000]. Taki skurcz obniza RBF oraz tadunek filtrowanego NaCl.

W warunkach fizjologicznych dzialanie to znoszone jest przez naczyniorozszerzajace
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dziatanie tlenku azotu. W niniejszej pracy warto$¢ catkowitego przeptywu nerkowego
u szczurow SHR nie byla nizsza w poréwnaniu do obserwowanej u szczurdw Wistar
(Ryc. 17), za§ tadunku filtrowanego sodu nie mozna okres$li¢ bez oznaczenia GFR.
Podobnie trudno méwi¢ o kompensacyjnym dziataniu NO, ktory, by rozszerzy¢ tetniczke
doprowadzajaca, musialby powsta¢ lokalnie w aparacie przykiebuszkowym,
co niekoniecznie uwidoczniloby si¢ w wydalaniu metabolitéw NO. Wydaje si¢ wigc,
ze wzmocnienie lokalnego uktadu RAAS oraz zaburzenia w ekspresji wymiennikow
jonowych mogg predysponowac szczury SHR do wigkszego uszkodzenia kiebuszkow
w odpowiedzi na diet¢ wysokosodowa (Ryc. 11, 12). Uszkodzenie klebuszkoéw prowadzi
do zmiany filtracji (GFR), co jest jednym z mechanizmoéw przyczyniajacych si¢
do wzrostu tetniczego cisnienia krwi [O’Connor PM 1 Cowley AW Jr, 2010]. Hipoteza
mowigca, ze uszkodzenie kil¢buszkow moze by¢ pierwotne wzgledem nadci$nienia
tetniczego, pozwala wyttumaczy¢ wigkszy wzrost skurczowego ci$nienia krwi u szczuro6w
SHR niz u szczuréw Wistar po 21 dniach diety wysokosodowej, pomimo zblizonych
wartosci wyjsciowych (Ryc. 6).

Koncowa analiza zebranych danych dowiodta, ze indeks uszkodzenia kigbuszkow
(Ryc. 12) byt silnie skorelowany z wydalaniem VEGF-A (Ryc. 26, 27). Zblizone wartosci
wyj$ciowe (w obu grupach STD) wskazywalyby na zblizong wyj$ciowg przepuszczalnosé
btony filtracyjnej kl¢buszkow. Narazenie na wysoka podaz sodu w diecie prowadzito
jednak do znacznie wigkszego wzrostu stezenia VEGF-A w moczu u szczurow SHR
niz Wistar (Ryc. 26). Wspomniano wczesniej, ze u szczurow SHR poziom ekspres;ji
TGFB1 w nerce jest podwyzszony [Xue H i wsp., 2005]. Cytokina ta jest kluczowym
czynnikiem w procesie wtoknienia ktebuszkéw w wielu chronicznych schorzeniach nerek.
TGFB uwalniany jest przez podocyty i dziatajac lokalnie prawdopodobnie wplywa
nie tylko na te komorki, ale tez 1 na komoérki mezangium [Lee HS 1 Song CY, 2009]. W ten
sposob moze indukowac synteze czynnika wzrostu tkanki tacznej (CTGF, Connective
Tissue Growth Factor) oraz VEGF-A [Lee HS, 2011; Lee HS, 2012]. Cytowane wyzej
badania wykazaty u SHR delikatny rozrost mezangium oraz znacznie mniej gesta siec
podocytow w poroéwnaniu z normotensyjnymi szczurami Sprague-Dawley. By¢ moze
spowodowane jest to obnizong ekspresja nefryny, biatka przezbtonowego obecnego
w szczelinach miedzy podocytami [Advani A i wsp., 2007]; mutacje w nefrynie powoduja
przeciek biatek do moczu. Wzrost ekspresji TGFB oraz nadmierna aktywno$s¢ VEGF-A

moga wspdlnie prowadzi¢ do apoptozy [Kelly DJ i wsp., 2007], co rdwniez moze wptywac
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na pozytywng korelacje migdzy wydalaniem VEGF-A i stanem klebuszkoéw, jednak ilosci
VEGF-A nie da si¢ bezposrednio przelozy¢ na jego biodostepnosc.

W opisany powyzej sposob, syntetyzowany w chronicznych uszkodzeniach nerek
w podocytach TGFB, w krotkim czasie zwigkszalby synteze VEGF-A, a w dhuzszym
prowadzit do biatkomoczu. Obserwacja, ze szczury SHR, odpowiadajac na 21 dni diety
wysokosodowej wzrostem wydalania VEGF-A (Ryc. 26) i powstaniem uszkodzenia
w kiebuszkach (Ryc. 12) wpisuje si¢ w t¢ hipoteze, dostarczajagc kolejnego dowodu,
ze pojawienie si¢ wigkszej ilosci VEGF-A w moczu jest zapowiedzig wystgpienia
biatkomoczu. W ten sposob oznaczanie stgzenia VEGF-A w moczu jawi si¢ jako wskaznik

uszkodzenia kigbuszkéw wezedniejszy niz albuminuria.

5.12. Lokalizacja aktywnosci zelatynolitycznej (MMP2 + MMPY)
w nerkach

Aktywno$¢ zelatynolityczng uwidaczniano za pomoca techniki zymografii
zelatynowej in situ. Jest to metoda powszechnie uznawana za czulg technik¢ ilosciowego
obrazowania aktywnosci zelatynolitycznej [Gawlak M i wsp., 2009; Wojcik-Stanaszek L
i wsp., 2011], jednak jak wigkszo$¢ technik pomiarowych ma swoje ograniczenia.
Z zatozenia sygnal zelatynolityczny powinien pochodzi¢ jedynie od czasteczek zelatynaz
aktywowanych w organizmie zywym, jednakze procedura przygotowania skrawkow moze
indukowac aktywno$¢ jakiej$ puli czasteczek nieaktywnych, podobnie jak obserwuje si¢ to
w zymografii zelowej SDS-PAGE [Frederiks WM i1 Mook OR, 2004]. Rozwijanie
1 renaturacja biatek zachodzace we fragmencie tkanki podczas przygotowania skrawka
moga ostatecznie skutkowac odstonigciem centrum aktywnego, w formach proenzymu
normalnie zastonigtego przez propeptyd [Woessner JF 1 Nagase H, 2000]. Dodatkowo
w metodzie tej nie da si¢ odrozni¢ aktywnosci MMP2 od aktywno$ci MMPY; do dzi$
nie udalo si¢ uzyska¢ inhibitoréw specyficznych dla jednej z zelatynaz, poniewaz
wszystkie znane blokuja, cho¢ czesciowo, aktywno$¢ obydwu. W celu odroznienia
aktywnos$ci tych dwéch enzymdéw mozna by ewentualnie zastosowaé znakowanie
przeciwcialem skierowanym przeciwko jednemu z biatek. Pomimo tych zastrzezen metodg
te przy zastosowaniu odpowiednich zalozen mozna uzna¢ za precyzyjna metode ilo§ciowq.

By wykorzysta¢ zdjecia aktywnos$ci zelatynolitycznej skrawkow do pomiarow

ilosciowych, stosowano si¢ do ponizszych wskazan: wyznakowane skrawki fotografowano
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w stanie jak najSwiezszym (zaraz po wyschnigciu zamykacza do preparatow, na ogédl
nastgpnego dnia) i poréwnywano tylko w obrebie skrawkow znakowanych tego samego
dnia. Nastepnie wykonujac zdjecia w pierwszej kolejnosci ustawiano ostro$¢ (maksymalne
swiecenie) na jadra komorkowe. Ustawiajac parametry fluorescencji zelatyny wzmacniano
jej sygnal do maksymalnego mozliwego poziomu: oprogramowanie Zen 2008 zliczalo
intensywno$¢ S$wiecenia w skali szaro$ci 0-255, wyswietlajac punkty przeswietlone
(poza skalg) jako czerwone; wzmocnienie sygnatu odbywato si¢ do momentu uzyskania
pojedynczych punktéw czerwonych. Tak uzyskane zdjecia mozna bylo uznaé
za wiarygodne do wykorzystania w dalszej analizie ilo§ciowe;.

Aktywnos$¢ zelatynolityczna na uzyskanych zdjeciach nie ograniczata si¢ jedynie
do macierzy zewnatrzkomoérkowej; mozna jg bylo zaobserwowac rowniez w cytoplazmie
(Ryc. 29a, 29b) oraz w jadrach komorek (Ryc. 31c, 32a). Pojawienie si¢ aktywnych form
zelatynaz w cytoplazmie mozna probowaé tlumaczy¢é nieoczekiwang aktywacja
proenzymoéw obecnych w siateczce $rodplazmatycznej 1 aparacie Golgiego, gdzie enzymy
te powstaja 1 dojrzewajg [Cauwe B 1 Opdenakker G, 2010] — nie jest to jednak jedyne
mozliwe wytlumaczenie. Opisano bowiem sytuacje, w ktorej niekompletna sekwencja
sygnatowa na N-koncu czasteczki MMP3 powodowata, ze ostatecznie cz¢$¢ jej czasteczek
nie trafiata do macierzy zewnatrzkomorkowej, a do cytozolu [Eguchi T i wsp., 2008].
Istniejg réwniez doniesienia, ze niektore MMP, w tym zelatynazy, moga powracac
do komorki na drodze endocytozy; rejon hemopeksynowy oraz domeny O-glikozylowane
czasteczki MMP9 wykazuja silne powinowactwo do receptorow LPR-1 1 LPR-2
(ang. megalin/low-density Lipoprotein related Protein Receptor), a zwigzanie z nimi moze
by¢ czynnikiem wywotujacym endocytoze [Van den Steen PE i wsp., 2006]. MMP2,
cho¢ nie ma rejonow O-glikozylowanych, réwniez wykazuje powinowactwo
do receptorow LPR-1 [Hahn-Dantona E i wsp., 2001]. Obydwie zelatynazy mogg ulegac
endocytozie w kompleksach: MMP9 w kompleksie proMMP9-TIMP1 [Hahn-Dantona E
i wsp., 2001], a MMP2 w kompleksie z TIMP1 lub z trombospondyna [Yang Zi wsp.,
2001; Emonard H i wsp., 2004]. Wchionigte do komorki zelatynazy trafiajg do wezesnych,
umiarkowanie kwasnych endosomow, ktorych pH pozwala na oddysocjowanie czasteczek
enzymu z kompleksow [Cauwe B i Opdenakker G, 2010]. Dalsze mechanizmy dziatania
MMP (po endocytozie) i ich funkcje budza liczne watpliwosci.

Niewykluczone, ze przetransportowane do cytoplazmy w endosomach czasteczki

zelatynaz moga dalej trafi¢ do jadra komodrkowego, jest to jednak hipoteza wymagajaca

117



5. Dyskusja

rozstrzygnigcia kilku kluczowych probleméw. Pierwszym z nich jest mechanizm
opuszczenia endosomu przez zelatynazy. Badania nad bakteriami pozwolity opisa¢ kilka
mozliwych $ciezek ucieczki, m. in. formowanie poréw w btonie endosoméw, fuzja biatek
z ta blong, zmiany konformacyjne oraz mechanizmy zalezne i niezalezne od pH
[Matsuzawa T i wsp., 2004; Ziello JE i wsp., 2010; Varkouhi AK i wsp., 2011]. Drugim
problemem jest transport do jadra komodrkowego. By jakakolwiek czasteczka trafita
do konkretnego przedziatu w komodrce (w tym i do jadra), potrzebuje sekwencji
sygnatowej, adresujacej ja do miejsca przeznaczenia. Do tej pory brak jest dostatecznej
ilosci badan opisujacych w jaki sposéb odbywa si¢ adresowanie i transport czasteczek
zelatynaz, jednak pojawito si¢ ostatnio doniesienie moéwigce o istnieniu sekwencji
lokalizacji jadrowej w obrebie proMMP2 [Sbai O i wsp., 2010]. W tej samej publikacji
sugeruje si¢ rowniez, ze aktywnos¢ MMP2 jest potrzebna w ekspresji niektorych genow,
a samo zjawisko proteolizy w transkrypcji moze by¢ znacznie powszechniejsze, niz do tej
pory sadzono. Do chwili obecnej aktywno$¢ roznych MMP stwierdzono w jadrach wielu
typéw komorek: kardiomiocytéw, neurondéw, komorek $rodblonka, fibroblastow
1 hepatocytow [Cauwe B 1 Opdenakker G, 2010; Hadler-Olsen E i wsp., 2011].

Wsrdd czterech grup zwierzat aktywno$¢ jadrowa zaobserwowano u szczurdéw
Wistar: lokalnie w korze przyrdzeniowej w grupie STD (po diecie HS21 aktywno$¢
jadrowa zanikata), powszechnie w rdzeniu wewng¢trznym u zwierzat na tej samej diecie
(Ryc. 32a; po diecie HS21 rowniez zanikata, Ryc. 32b). Wizualizacja aktywnosci
zelatynolitycznej wskazywala na jej obecno$¢ na peryferiach jader, tworzac
charakterystyczng obwodke (Ryc. 32a). U szczurow SHR aktywnos¢ jadrowa byta obecna:
powszechnie w rdzeniu zewnetrznym (Ryc. 31c¢; po diecie HS21 ulegala ograniczeniu,
Ryc. 31d) i w rdzeniu wewng¢trznym (Ryc. 32c; po diecie HS21 zanikata, Ryc. 32d).
W rdzeniu wewnetrznym przypominata peryferyjng aktywno$¢ obecng u szczurow Wistar
(Ryc. 32c¢), lecz w zewnetrznym byta punktowa i skupiata si¢ raczej w niewielkim
obszarze jadra (Ryc. 31c). Biorac pod uwage hipotez¢ o udziale zelatynaz w transkrypcji
genow mozna przypuszczac, ze ich aktywno$¢ jest wazna w ekspresji gendw gldwnie
komorek rdzenia, a obcigzenie organizmow wysoka podaza sodu w diecie owocuje
zanikiem tej aktywno$ci w rdzeniu wewngtrznym (u szczurdw Wistar i SHR)
lub ograniczeniem jej w rdzeniu zewnetrznym (u szczuréw SHR). Moze to prowadzi¢
do zmiany profilu transkrypcyjnego komorek rdzenia zewngtrznego, co moze byc¢

procesem fizjologicznym (modulacja majgca na celu ochrong struktur) lub patologicznym
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(utrata waznego elementu uktadu ekspresji gendw). Zastanawiajaca jest rOwniez rdznica
w rozmieszczeniu aktywnos$ci jadrowej — potozonej na obrzezach jader (Ryc. 32a, 32¢) lub
wystepujacej wylacznie punktowo, co zdarzato si¢ tylko u szczurow SHR (Ryc. 31c).
Podsumowujac, dieta wysokosodowa prowadzita zazwyczaj do zaniku aktywnosci
jadrowej w tych miejscach, gdzie obserwowano ja u szczuréw na diecie standardowe;.
Ta interesujgca obserwacja moglaby stanowi¢ punkt wyjscia do kolejnych badan
nad konsekwencjami diety wysokosodowe;.

Aktywno$¢ jadrowa, obecna w kanalikach, nie zostala zaobserwowana
w naczyniach krwiono$nych kory. We wszystkich czterech grupach naczynia krwionosne
wykazywaty aktywno$¢ zelatynolityczng w obrgbie wszystkich trzech warstw. Byta to
aktywnos$¢ tak silna, ze ustawienie maksymalnych wartosci fluorescencji (wspomniane
wcezesniej $ledzenie czerwonych punktow przeswietlenia) na struktury naczynia czesto
powodowato odcigcie fluorescencji struktur sasiednich (Ryc. 30a). Sugerowaé to moze
znacznie intensywniejsza aktywnos¢ zelatynolityczng w $cianach naczyn niz w strukturach
kanalikow.

Pozakomorkowa aktywnos$¢ zelatynolityczna widoczna byla w sieci naczyn
kigbuszkéw. Jednak u szczurow Wistar zlokalizowana byla ona raczej w obrebie struktur
towarzyszacych kiebuszkom ($rédmiazsz, naczynia i kanaliki) (Ryc. 29a, 29b), podczas
gdy u szczuréw SHR aktywno$¢ w kigbuszku wyraznie dominowala nad pozostatymi
strukturami w polu widzenia (kanalikami i $rodmigzszem; Ryc. 29c, 29d). W rdzeniu
zewnetrznym wszystkich czterech grup zwierzat wyraznie mozna byto zaobserwowac
aktywno$¢ mig¢dzykomorkowa, uktadajaca si¢ w charakterystyczne pasma (Ryc. 31),
natomiast w rdzeniu wewnetrznym, zaréwno u szczuréw Wistar, jak 1 SHR, aktywnos$¢
pozakomorkowa byla bardziej wyrazista (kontrastowala z otoczeniem) dopiero po diecie
wysokosodowej (Ryc. 32b, 32d).

Prawdopodobnie widoczne réznice w aktywno$ci zelatynolitycznej struktur
korowych lezacych wokoét ktebuszkow (gtownie kanalikoéw) zwigzane sa z obserwowang
roznicg w ich morfologii — szczury SHR, ktore nawet bez dziatania diety wysokosodowe;j
maja kanaliki korowe z cechami uszkodzenia (Ryc. 13a, 13g), nie wykazuja aktywnosci
zelatynolitycznej w odcinkach korowych kanalikow (Ryc. 29¢c, 29d), badz jest ona mniej
powszechna. By¢ moze jest to zwigzane z toczacymi si¢ procesami regeneracji tkanki,
podczas ktérych wzmozona aktywno$¢ zelatynolityczna czesto nie jest pozadana

[Zimowska M i wsp., 2012]. Takie ograniczenie aktywnosci zelatynolitycznej zmniejsza
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rowniez przepuszczalno$¢ naczyn krwionos$nych, co réwniez moze by¢ droga
przeciwdziatania widocznemu u szczurow SHR obrzgkowi kanalikow korowych
(Ryc. 13a). Z kolei brak zmian w aktywnos$ci pomig¢dzy czterema grupami w macierzy
zewnatrzkomorkowej w obszarze rdzenia zewnetrznego (Ryc. 31) pozostaje w zgodzie
z brakiem zmian w VEGF-A w tej warstwie nerki (Ryc. 28a-28d). Z pewnoscig ma to
swoje konsekwencje zarOwno w utrzymaniu poziomu uwalniania VEGF-A, jak i
zachowaniu jego receptorow VEGFR2. Ta kwestia poruszona zostanie w Rozdz. 5.13.
Aktywno$¢ cytoplazmatyczna kanalikow rdzenia wewnetrznego w obydwu grupach STD
(Ryc. 32a, 32c¢) jest prawdopodobnie artefaktem (o czym pisano powyzej). Wskazywac
moze jednak na pozyskiwanie aktywnych czasteczek MMP z przestrzeni pozakomoérkowe;j
1 kierowanie ich dalej, do jader komorkowych. Po diecie wysokosodowej zanika nie tylko
aktywnos$¢ jadrowa, ale 1 cytoplazmatyczna (Ryc. 32b, 32d), co moze sugerowac ustanie

procesu endocytozy.

5.13. Lokalizacja VEGF-A w strukturach nerki i jego powigzania
z aktywnosScia zelatynolityczng

Wykorzystujac technike immunohistochemiczng do lokalizacji VEGF-A pokazano
zmiany w zasiggu wystepowania biatka w zaleznosci od podazy sodu w diecie.
We wszystkich czterech grupach dato si¢ zaobserwowaé wyznakowanie przeciwko
VEGF-A jedynie w obrebie kanalikow; nie obserwowano znakowania w wigzkach naczyn
prostych rdzenia zewnetrznego, czy tez w przestrzeni pozakomorkowej (Ryc. 28a-28d).
Synteza VEGF-A w kanalikach wydaje si¢ by¢ ograniczona jedynie do segmentow S3
kanalikoéw blizszych i1 grubego odcinka ramienia wstepujacego petli nefronu w zewngtrznej
warstwie rdzenia [Kang DH i wsp., 2001a; Kang DH i wsp., 2001b]. Dlatego tez
wyznakowanie komorek prawdopodobnie nie jest zwigzane z synteza biatka VEGF-A
w cytoplazmie, lecz efektem zwigzania form VEGF,¢5, VEGF g9, i/ lub VEGF,(6 z btong
komorkowa tych komoérek [Houck KA i wsp., 1992; Park JE i wsp., 1993].

Stosunkowo nowe doniesienia mowig o wzroscie ekspresji VEGF-A w kiebuszkach
w odpowiedzi na nadci$nienie [Ziyadeh FN, 2008], jednak w niniejszej pracy znakowania
przeciwko VEGF-A w kigbuszkach nie zaobserwowano. Obraz kory podobny byt
we wszystkich czterech grupach: biatko VEGF-A pojawialo lokalnie w kanalikach

korowych, ale nie w kiebuszkach. By¢ moze bezposrednio po zsyntetyzowaniu przez
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komorki kiebuszka biatko to nie wigzato si¢ ze strukturami okotokomoérkowymi, tylko
pozostawalo rozpuszczone w plynie pozakomérkowym, dynamicznie zmieniajac swoje
potozenie. Zgadzatoby si¢ to z obrazem aktywnos$ci zelatynolitycznej — obecna
w kiebuszkach (Ryc. 29) 1 cytoplazmie od strony podstawnobocznej komodrek kanalikow
korowych (Ryc. 30) mogtaby sprzyja¢ uwalnianiu VEGF-A. W rdzeniu za$, gdzie obraz
aktywno$ci zelatynolitycznej jest inny (Ryc. 31, 32), obserwuje si¢ wyrazne
wyznakowanie przeciwko VEGF-A (Ryc. 28). Co wigcej, obecnos¢ VEGF-A w moczu,
skorelowana ze stopniem uszkodzenia kl¢buszkow, moze sugerowac udzial aktywnosci
zelatynolitycznej w uwalnianiu tego czynnika w kigbuszkach.

Rdzen wewnetrzy szczurow z grupy Wistar STD zawierat zdecydowanie najwigce;j
struktur kanalikowych wyznakowanych przeciwko VEGF-A w poréwnaniu z pozostatymi
grupami (Ryc. 28i); kolejne grupy cechowaty si¢ wyznakowaniem znacznie mniejszej
liczby odcinkow kanalikéw, jednak zawsze wyznakowane pozostawaty kanaliki zbiorcze
(Ryc. 28j-281). To wiasnie odcinki kanalikéw zbiorczych potozone w rejonie rdzenia
wewnetrznego sg najwazniejszym zrédtem NO w rdzeniu nerki [Wu F i wsp., 1999].
Obecnos¢ VEGF-A w tych kanalikach jest niezbedna dla funkcjonowania osi
VEGF-A/NO. Oddzialywania te s3 wazne w utrzymaniu odpornosci rdzenia
na naczyniokurczacy bodziec Ang II (w nadcis$nieniu sodozaleznym syntetyzowanej
lokalnie), przeciwstawiajgc mu naczyniorozszerzajgce dziatanie NO. Dzieki temu mozliwe
jest zachowanie sprawnego procesu diurezy i natriurezy z nadci$nienia [O’Connor PM
i Cowley AW Jr, 2010], a wzmozone na diecie wysokosodowej wydalanie sodu wymusza
utrzymanie dzialania tego mechanizmu na wyzszym poziomie. Z kolei cienkie i grube
odcinki petli nefronu wykazuja najnizszg sposrod struktur rdzeniowych produkcje NO
[Wu F i wsp., 1999]. Utrata wyznakowania przeciwko VEGF-A, jaka w nich wystepuje
(Ryc. 28j-281), moze wigc nie wigza¢ si¢ ze zjawiskiem natriurezy z nadci$nienia,
lecz nadal pozostawa¢ w zwiazku z pojawiajacymi si¢ uszkodzeniami; VEGF-A bowiem
jest kluczowym czynnikiem utrzymujacym struktur¢ kanalikéw. Zanik wyznakowania
przeciwko VEGF-A w wewnatrzrdzeniowych odcinkach petli nefronu by¢ moze wigze si¢
z uposledzeniem procesOw zageszczania moczu. Tak wigc utrzymanie obecnosci VEGF-A
w kanalikach zbiorczych rdzenia wewngtrznego moze przyczynia¢ si¢ do prawidlowego
funkcjonowania procesu natriurezy z nadci$nienia (Ryc. 22B), pomimo niepokojacych

zmian krazeniowych (Ryc. 19A) i morfologicznych (Ryc. 14, 15) w rdzeniu. Jednakze
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po raz kolejny wida¢, ze pomimo zachowania sprawnego mechanizmu natriurezy
z nadcis$nienia ci$nienie krwi te¢tniczej nie jest zachowane w fizjologicznych granicach.

Podobny kierunek zmian zawartosci VEGF-A w tkance w warunkach zwi¢kszone;j
podazy sodu zaobserwowano u szczurow Sprague-Dawley; 8 tygodni diety HS obnizato
w nerce ekspresj¢ VEGF-A o potowe, a ilo$¢ biatka o 25% [Gu JW i wsp., 2008].
Poniewaz SBP u zwierzat po diecie wysokosodowej w tym doniesieniu bylto istotnie
wyzsze niz u zwierzat na diecie standardowej dopiero od 6 tygodnia doswiadczenia, a wiec
znacznie pézniej niz u szczurow Wistar wykorzystanych w niniejszym projekcie (Ryc. 6),
mozna przypuszczaé, ze efekt ten mogl by¢ u szczurow Wistar obserwowany znacznie
wczesniej. Wydaje si¢, ze obnizenie ekspresji VEGF-A bylo zjawiskiem niekorzystnym,
bowiem w 8. tygodniu do§wiadczenia nie tylko czterokrotnie spadata ilos¢ biatka, ale takze
czterokrotnie rosto wydalanie sVEGFR1, endogennego inhibitora VEGF-A [Gu JW i wsp.,
2008]. Autorzy tych badan wysuwaja hipoteze¢, ze zwigkszenie usuwania inhibitora moze
by¢ w tym przypadku czynnikiem ochronnym, zwickszajacym biodostgpnos¢ VEGF-A.
Z drugiej jednak strony wzrost wydalania moze posrednio dowodzi¢ czego$
przeciwstawnego do zjawiska zwigkszania ilosci tego inhibitora w organizmie,
a mianowicie blokowania aktywnosci VEGF-A w odpowiedzi na diete wysokosodowa.

Interesujace jest, ze u szczuréw Wistar nie ma réznicy w wyznakowaniu przeciwko
VEGF-A w obszarze rdzenia wewnetrznego 1 zewnetrznego na diecie STD (Ryc. 28a, 281),
a pojawia si¢ ona w nastepstwie diety wysokosodowej (Ryc. 28b, 28j). Jest to zupeknie
odmienna sytuacja niz w przypadku liczby jader w poszczegdlnych warstwach rdzenia,
ktora jest rozna na diecie standardowej, a staje si¢ porownywalna po diecie HS21
(Ryc. 14A). U szczurow SHR niezaleznie od diety wystepuje réznica w wyznakowaniu
przeciwko VEGF-A mig¢dzy warstwami rdzenia (Ryc. 28c, 28k, 28d, 28I) i zarazem brak
roznicy w liczbie jader w poszczegolnych warstwach.

Zlokalizowane w macierzy zewnatrzkomorkowej czasteczki VEGF-A sg na ogoét
zwigzane z jej elementami strukturalnymi, a ich uwalnianie jest zalezne od enzymow
modelujacych struktur¢ macierzy. Nawet rozpuszczalne formy VEGF-A (VEGF,,
VEGF¢5) sa czesciowo zwigzane =z uwigziong Ww sieci wildkien macierzy
zewnatrzkomorkowej heparyng [Raffetto JD i Khalil RA, 2008]. Z kolei receptory
btonowe dla VEGF-A tworza z integrynami (receptorami kluczowymi w oddziatywaniach
komorek z macierza zewnatrzkomorkowg) na powierzchni komorek lokalne platformy.

W uktadzie tych oddziatywan kluczowa jest aktywnos¢ MMP9, ktéra z jednej strony
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uwalnia VEGF-A z rezerwuaru [Belotti D i wsp., 2003; Rundhaug JE, 2005], a z drugiej
strony moze cigé¢ jego receptory, ograniczajac sile jego sygnatu [Tran E i wsp., 2010].
Zmniejszenie aktywnos$ci zelatynolitycznej mogltoby wiec chroni¢ receptory dla VEGF;
wystepujace roéwnoczesnie ograniczenie uwalniania tego czynnika z macierzy
zewnatrzkomorkowej mogtoby zosta¢ skompensowane przez inne proteazy. Thumaczytoby
to sytuacje, w ktorej u szczurow Wistar i SHR w odpowiedzi na diet¢ wysokosodowa
aktywno$¢ zelatynolityczna w rdzeniu zewngtrznym, waznym obszarze o duzym
metabolizmie, zostata ograniczona (Ryc. 33B). W pozostatych jednak warstwach nerki
reakcja na diet¢ wysokosodowa byla odmienna u dwoch badanych stad szczuréw —
podczas gdy u szczurow Wistar obserwowano tendencje spadkowa w korze i rdzeniu
wewnetrznym, u szczurOw SHR aktywnos$¢ zelatynolityczna w tych obszarach subtelnie
rosta (Ryc. 33B).

Poréwnujac ze soba zwierzgta nie obcigzone wysoka podaza sodu w diecie tatwo
zauwazy¢ wyjsciowg wicksza aktywnos$¢ zelatynolityczng w rdzeniu zewnetrznym
(na granicy istotno$ci — nie zaznaczono na rycinie) 1 wewne¢trznym (Ryc. 33B) u SHR.
Kolejna réznica dotyczy réwniez rdzenia zewngtrznego, w ktorym u szczurow SHR
w odpowiedzi na diete¢ wysokosodowa dochodzi do bardzo wyraznego obnizenia
aktywnos$ci zelatynolitycznej (Ryc. 33B). Jest to zmiana tak znaczna, ze aktywno$¢
tej warstwy nerki zaczyna odrdznia¢ si¢ wyraznie od kory i rdzenia zewnetrznego, chod
w pozostatych trzech grupach aktywnos$¢ trzech warstw nerki byla porownywalna
(Ryc. 33A). Mozna sugerowac, ze obnizenie aktywnosci zelatynaz w OM szczurow SHR
w odpowiedzi na wysoka podaz sodu pozostaje w zwigzku przyczynowo-skutkowym
ze zmianami ukrwienia rdzenia w tym rejonie; stosunek ukrwienia dwoch warstw rdzenia
(OMBF/IMBF) jest przede wszystkim efektem obnizenia przeptywu przez rdzen
zewnetrzny przy braku jakichkolwiek zmian w ukrwieniu strefy wewnetrznej rdzenia
(Ryc. 19B). Mozliwe, ze obnizenie aktywno$ci zelatynaz wptywa niekorzystnie
na przeptyw krwi w tym rejonie. Jednakze w wielu przypadkach ograniczenie aktywno$ci
zelatynaz moze mie¢ dzialanie zachowawcze wzgledem naczyn krwiono$nych;
do$wiadczalne blokowanie aktywnosci MMP2 1 MMP9 prowadzito do zageszczenia sieci
malych naczyn krwionos$nych u szczuréw SHR [Tran E i wsp., 2010]. Wydaje sig,
ze nadmierna aktywno$¢ zelatynolityczna w angiogenezie jest niekorzystna, zmniejsza
bowiem stabilno§¢ nowopowstalych naczyn oraz zwigksza ich przepuszczalnose,

utatwiajgc rozwd@j stanow zapalnych. W ten sposob zmiany aktywnosci w rdzeniu
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zewnetrznym bylyby skutkiem, a nie przyczyna spadku przeptywu krwi. W tej grupie
(SHR HS21) obserwuje si¢ réwniez najwicksze wydalanie VEGF-A (Ryc. 26), co moze
sugerowa¢ zwickszenie jego uwalniania. Mozna to traktowaé jako sygnat majacy
pozytywny wpltyw na utrzymanie naczyn i kanalikow, jednak regulacja biodostepnosci
VEGF-A jest bardzo ztozona.

Badania nad udzialem hipoksji w postepie i kierunku rozwoju chronicznych
schorzen nerek (model nerki szczatkowej) wykazaty, ze rejony niedotlenienia pojawialy
si¢ najpierw w rdzeniu zewng¢trznym, ulegaly rozprzestrzenieniu na obszar kory
w pierwszym tygodniu i1 stawaly si¢ coraz bardziej wyraziste w czwartym tygodniu
po wystapieniu niedotlenienia [Tanaka T i wsp., 2006].Utrzymujace si¢ niedotlenienie
moze prowadzi¢ do odroznicowania komorek $rodmigzszu w miofibroblasty, ktore
predysponuja narzad do rozwoju zwidknienia [Manotham K i wsp., 2004], podobnie jak
spadek aktywnosci MMP2 i MMP9. Zwioknienie takie u szczuréw Wistar na diecie
wysokosodowej widoczne bylo w 28. dniu diety (dane nie pokazane). By¢ moze spadek
aktywnos$ci zelatynolitycznej, ktory u szczuréw Wistar jest jedynie stabg tendencja,
ale wystepujacag w trzech warstwach nerki, po 28 dniach diety wysokosodowej jest juz
na tyle znaczacy, ze prowadzi do kumulacji elementéw strukturalnych macierzy
zewnatrzkomorkowe;.

VEGF-A nie jest jedynym obecnym w nerce czynnikiem chronigcym strukture
kanalikéw. Inny czynnik, NGAL, pozostaje takze w silnym zwigzku z MMP9 — wigzac
czasteczki MMP9 utrudnia ich degradacje. W ten sposdb moze zwigksza¢ aktywno$¢
zelatynolityczng. Brak zmian wydalania NGAL sugeruje jednak, ze w zastosowanych

modelach nie odgrywa on waznej roli w sterowaniu aktywnos$cig zelatynaz.
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Opisane roznice pojawiajace si¢ pomiedzy poszczegdlnymi grupami pozwalaja
sadzi¢, ze charakter zmian 1 mechanizmy ksztalttowania ci$nienia krwi tetniczej
w odpowiedzi na wysoka podaz sodu sg odmienne u szczuréw Wistar 1 szczuréw SHR.
Ostatecznie wyzsze warto$ci SPB stwierdzano u szczurow SHR, jednak to u szczurow
Wistar obserwowano kumulacje sodu w osoczu. Wskazuje to, ze sod, takze w inny sposdb
niz tylko za posrednictwem wysokiego stezenia w krwi krazacej, prowadzi do zmian
przektadajacych si¢ na wzrost tetniczego cisnienia krwi. Zachowanie (jak si¢ wydaje
prawidlowego) procesu natriurezy z nadci$nienia nie jest jednak wystarczajace,
by utrzymac cisnienie krwi w fizjologicznych granicach.

Szczury SHR juz wyjSciowo mialy znacznie bardziej zniszczone kiebuszki
niz szczury Wistar. Korowa aktywno$¢ zelatynolityczna na diecie STD byla
porownywalna u obydwu grup, jednak odpowiedz na diet¢ wysokosodowa ujawniata
przeciwstawne tendencje — spadkowa u szczurow Wistar, a wzrostowa u SHR. Kluczowe
zmiany, a zarazem roznice mig¢dzy poczatkowo normotensyjnymi szczurami Wistar,
a obcigzonymi genetycznymi predyspozycjami SHR, zarysowaty si¢ w rdzeniu nerki. U
szczurow Wistar zarysowywala sig, juz na poczatku obserwacji, réznica w liczbie komoérek
migdzy dwiema warstwami rdzenia (OM > IM), ktora zanikala w trakcie ekspozycji
na diete. Roéwnoczesnie, wyznakowanie przeciwko VEGF-A, poczatkowo jednakowe
w obu obszarach rdzenia, zmniejszalo swoj zasigg w IM. Aktywnos¢ zelatynolityczna
wykazywata niewielkg tendencje¢ spadkowa, lecz poréwnywalna byla w obydwu
warstwach. U szczurow SHR STD nie bylo r6éznicy w liczbie komorek obydwu warstw,
natomiast od poczatku istniata wyrazna roéznica w wyznakowaniu OM i IM przeciwko
VEGF-A na korzy$¢ rdzenia zewnetrznego. Aktywnos$¢ zelatynolityczna w odpowiedzi
na diet¢ HS zmieniata si¢ tylko w obrebie OM. Réznice w budowie rdzenia pozostawaty
w zwigzku z roznicami w ukrwieniu tego obszaru nerki; stosunek ukrwienia OMBF/IMBF
pozostawal co prawda zblizony, jednak u szczuréw Wistar w odpowiedzi na wysoka podaz
sodu w diecie obnizat si¢ poprzez izolowany wzrost IMBF, a u szczuréw SHR
przez spadek OMBEF. Jest to kolejna przestanka wskazujaca na kluczowy udziat przeptywu
rdzeniowego w ksztaltowaniu ci$nienia tg¢tniczego krwi, z dodatkowym wskazaniem

na mozliwe powigzania z aktywnoscig zelatynolityczng, czy obecnoscia VEGF-A.
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Przedstawione powyzej rozwazania mozna zawrze¢ w kilku punktach:

1.

Wysoka podaz sodu w diecie prowadzi u szczuréw normotensyjnych (Wistar)
1 szczurow ze spontanicznym nadcisnieniem tetniczym (SHR) do wzrostu ci$nienia
krwi tetnicze;.

Zalezne od sodu zmiany strukturalne i czynno$ciowe w nerce poprzedzaja
wystgpienie wzrostu ci$nienia krwi u szczuréw Wistar (dzien 10.) co sugeruje,
7e s3 przyczyna, a nie nastepstwem nadcisnienia.

U szczuréw Wistar stosunek ukrwienia rdzenia zewnetrznego do wewnetrznego
obniza si¢ wraz z dlugoscia stosowania diety. Zmiany te przebiegaja podobnie
u SHR, jednak obnizenie OMBF/IMBF u szczuréw Wistar zalezy od wzrostu
przeptywu wewnatrzrdzeniowego, a u szczuréw SHR od obnizenia przeptywu
zewnatrzrdzeniowego.

Obnizenie aktywnosci Zelatynolitycznej w rdzeniu zewn¢trznym oraz spadek liczby
komoérek w tym obszarze moga by¢ konsekwencja lub przyczyna obnizenia
ukrwienia tego obszaru u szczurow SHR; nie obserwuje si¢ podobnego zwigzku
u szczurow Wistar.

Obnizona immunoreaktywno$s¢ VEGF-A w IM charakteryzujaca szczury
spontanicznie nadci$nieniowe (SHR), a pojawiajaca si¢ pod wplywem diety HS
u szczuroOw wyjsciowo normotensyjnych (Wistar), moze wskazywac, ze zaburzenie
lokalizacji VEGF-A w rdzeniu wewngtrznym jest czynnikiem sprzyjajagcym
rozwojowi nadci$nienia.

Wydalanie VEGF-A jest silnie skorelowane ze stopniem uszkodzenia kigbuszkéw

nerkowych.
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1. Wzrost ci$nienia krwi tetniczej w odpowiedzi na wysoka podaz sodu jest (szczury
Wistar) lub nie jest (SHR) zwigzany z nagromadzeniem jonow sodowych
W 0SOCZU.

2. U szczurow Wistar dos¢ wczesnie (okoto 10. dnia stosowania diety) procesy
zwigzane ze wzrostem st¢zenia sodu w osoczu oraz ze stresem oksydacyjnym
zaleznym od wysokiej podazy sodu prowadzg do zainicjowania nieodwracalnych
lub trudno odwracalnych zmian w krazeniu nerkowym.

3. Kluczowe zmiany czynno$ciowe w nerkach szczurow na diecie wysokosodowe;j
zachodza w obszarze rdzenia.

4. Lokalne zmiany immunoreaktywnosci (VEGF-A, PCNA) lub aktywnosci biatek
(MMP2, MMP9) zachodzace w rdzeniu nerki réwniez wskazuja na kluczowe
znaczenie tego obszaru w rozwoju nadcisnienia sodozaleznego.

5. By¢ moze ograniczone wystgpowanie VEGF-A w rdzeniu wewnetrznym
u szczuréw SHR predysponuje je do rozwoju nadcisnienia.

6. Silna pozytywna korelacja wydalania VEGF-A z moczem i stopnia uszkodzenia
ktebuszkow nerkowych przemawia za przydatnoscia oznaczania tej substancji

w moczu jako wskaznika uszkodzenia nerek w testach klinicznych.

Niniejsze badania byly cze¢sciowo finansowane z grantu ,,Znaczenie redystrybucji
ukrwienia w obrgbie rdzenia nerki szczura dla rozwoju nadci$nienia tetniczego”

(NN 401225634).
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