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INDEKS SKROTOW

20-HETE - kwas 20-hydroksyeikozatetraenowy

7NI - 7-nitroindazol, wzgle¢dnie selektywny inhibitor nNOS

AA —kwas arachidonowy (ang. Arachidonic Acid)

ADH - hormon antydiuretyczny (wazopresyna, VP)

ADP — adenozyno 5°—difosforan

Ang Il - angiotensyna 1

ANP — przedsionkowy peptyd natriuretyczny

AQP 2 — akwaporyna 2

AT]1 — receptor dla angiotensyny I

ATP - adenozyno 5’-trifosforan

ATP-aza Na'-K" — pompa sodowo-potasowa

BH4-(6R)-5,6,7,8 - tetrahydrobiopteryna

BNP — mozgowy peptyd natriuretyczny

cAMP - cykliczny adenozynomonofosforan

CBEF - przepltyw krwi przez kore nerki (ang. Cortical Blood Flow)

cGMP - cykliczny guanozynomonofosforan

COX 1 - konstytutywna syntaza cyklicznego nadtlenku prostaglandynowego,
cyklooksygenaza kwasu arachidonowego

COX 2 - indukowana syntaza cyklicznego nadtlenku prostaglandynowego, cyklooksygenaza
kwasu arachidonowego

COX 3 - syntaza cyklicznego nadtlenku prostaglandynowego,

CYP-450 — cytochrom P-450

DOCA - octan deoksykortykosteronu

EDHF - czynnik hiperpolaryzacyjny pochodzenia srodblonkowego, (ang. Endothelium-
Derived Hyperpolarizing Factor)

EETs — kwasy epoksyeikozatrienowe

EP1 - receptor dla PGE,, za posrednictwem ktorego PGE; hamuje transport kanalikowy
EP2 i EP4 — receptory za posrednictwem, ktorych PGE; powoduje rozszerzenie naczyn
krwiono$nych

EP3 — receptor dla PGE; za posrednictwem ktorego PGE; powoduje zwezenie naczyn

krwiono$nych
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eNOS - srédbtonkowa izoforma syntazy tlenku azotu (NOS III)

FAD - dinukleotyd flawinoadeninowy

FMN - mononukleotyd flawinoadeninowy

GFR - tempo filtracji kigbuszkowej (ang. Glomerular Filtration Rate)

IMCD - kanalik zbiorczy potozony w rdzeniu wewnetrznym (ang. Inner Medullary
Collecting Duct)

INOS - indukowana izoforma syntazy tlenku azotu (NOS II)

ISO-NOP200 - sonda do pomiaru NO w rdzeniu nerki (Srednica 200pum)

L-NAME - ester metylowy nitro-L-argininy, nieselektywny inhibitor syntezy NO

L-type K¢, channel/ BK ¢, — kanal potasowy aktywowany wapniem

MD - plamka ggsta aparatu przyki¢buszkowego (Macula Densa)

MBF — przeptyw krwi przez rdzen nerki (ang. Medullary Blood Flow)

MAP — érednie ci$nienie krwi (ang. Mean Arterial Pressure)

mRNA — messenger RNA, informacyjny RNA

mTAL - rdzeniowy odcinek grubego wstgpujacego ramienia petli Henlego (ang. Medullary
Thick Ascending Limb of Henle's Loop)

NADPH - fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (forma zredukowana)
NANC - wtdkna nerwowe nie wydzielajace na swoich zakonczeniach ani noradrenaliny, ani
acetolocholiny, np. tzw. witokna nitrergiczne, (ang. non-adrenergic, non-cholinergic)
NMDA - receptor metabotropowy zwiazany z kanalem wapniowym

nNOS - neuronalna izoforma syntazy tlenku azotu (NOS I)

NO - tlenek azotu (ang. Nitric Oxide)

ONNO' - nadtlenoazotyn, peroksynitryt, (ang. peroxynitrite)

PGE; - prostaglandyna E;

RAAS - uktad renina-angiotenyna-aldosteron (ang. Renin-Angiotensin-Aldosterone System)
RBF — catkowity przeptyw krwi przez nerke¢ (ang. Renal Blood Flow)

RPP — ci$nienie perfuzujne nerki (ang. Renal Perfusion Pressure)

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

TGF - kanalikowo-klebuszkowe sprzezenie zwrotne (ang. Tubulo-Glomerular Feedback)
TXA; — trombosan A

PGI, — prostaglandyna I , prostacyklina

PGF, - prostagladyna 3,

PGD; — prostaglandyna D
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LT - leukotrieny
HPETE - kwasy hydroperoksyeikozatetraenowe

— wydalanie sodu

U — wydalanie substancji osmotycznie czynnych
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WSTEP

1.1. Rola nerek w regulacji skiadu i objetosci ptynow ustrojowych

Nerki spetniaja w organizmie trzy zasadnicze funkcje: wydalnicza, regulacyjna i
endokrynna. Funkcja wydalnicza nerek sprowadza si¢ do usuwania z organizmu koficowych
produktow przemiany materii (zwlaszcza przemiany azotowej) oraz nieprzyswajalnych lub
toksycznych substancji pochodzenia egzogennego. Funkcja regulacyjna nerek polega na
utrzymaniu homeostazy wodno-e ektro itowej tj. stalej objetosci wody w organizmie, st¢zenia
poszczegolnych elektrolitow, cisnienia smotycznego ptyndow ustrojowych, oraz st¢zenia
jonow wodorowych. Znaczenie nerek w utrzymaniu statosci srodowiska wewngtrznego
wynika z ich zdolnosci do wybidrczego wydalania jednych, a zatrzymywania innych
elektrolitow oraz wody. Funkcja endokrynna nerek sprowadza si¢ do produkcji hormonéw lub
ich prekursoréw, a takze do degradacji hormonéw badz innych biologicznie aktywnych
substancji.

Nerki petnig swoje funkcje pod kontrolg czynnikéw pochodzacych spoza nerki
(bodZce humoralne i nerwowe) oraz w sposob autonomiczny (syntetyzujac miejscowo
dzialajace regulatory).

Nerka jest jednym z lepiej unerwionych narzadow. W nerwach nerkowych wyraznie
przewazaja wiokna adrenergiczne ukiadu wspotczulnego a ich stymulacja powoduje, poprzez
receptory oj-adrenergiczne, nasilenie resorpcji sodu w kanaliku proksymalnym i dystalnym,
oraz obnizenie calkowitego przeptywu krwi przez nerk¢ (ang. Renal Blood Flow, RBF);

wplywa takze na wielkos¢ filtracji kigbuszkowej (ang. Glomerular Filtration Rate, GFR).
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Stymulacja receptorow [-adrenergicznych w aparacie przyklebuszkowym powoduje wzrost
sekrecji reniny 1 aktywacj¢ uktadu renina-angiotensyna-aldosteron (ang. Renin-Angiotensin-
Aldosteron System, RAAS). Obok nerwdw nerkowych wyrazny wptyw na czynno$¢ nerek
wykazuja krazace hormony: angiotensyna II (Ang II), aldosteron oraz wazopresyna (VP lub
inaczej hormon antydiuretyczny - ADH). Uczestnicza one gtdéwnie w procesach
transportowych zachodzacych w kanalikach nerkowych. Ang II i aldosteron sg
odpowiedzialne za zwrotne wchianianie sodu, natomiast wazopresyna kontroluje reabsorpcje
wody i jest odpowiedzialna za utrzymanie bilansu ptynoéw. Zaréwno Ang II jak i wazopresyna
wykazuja silne dziatanie naczyniokurczace.

Zmiany cisnienia osmotycznego krwi sa sygnalizowane przez tzw. osmoreceptory
podwzgodrza, ktore pobudzaja przysadke do wydzielania VP. Wazopresyna jest czynnikiem
stymulujacym wbudowywanie akwaporyny 2 (AQP2) w blone komorkowa od strony swiatta
kanalika w jego czg¢sci dystalnej i zbiorczej, co powoduje wzrost jego przepuszczalnosci dla
wody i w konsekwencji prowadzi do zmniejszenia objgtosci wydalanego moczu.

Na mineralny sktad moczu wplywaja hormony nadnerczy — mineralokortykoidy,
gtownie aldosteron. Zwigksza on wchlanianie zwrotne sodu w kanalikach dystalnych oraz
jego wymiang najon potasu i jon wodorowy, co doprowadza do zwigkszenia zawartosci sodu
we krwi i tkankach. Wzrost stezenia sodu w roznych przestrzeniach ptyndéw ustrojowych
powoduje wzrost ich ci$nienia osmotycznego, a to pociaga za sobg zwigkszenie wydzielania
wazopresyny, retencj¢ wody i przywrocenie prawidtowego cisnienia osmotycznego pltynow
ustrojowych. Jednak wraz ze wzrostem ich objetosci pojawia si¢ tendencja do podwyzszenia
wartosci cisnienia tetniczego krwi.

Nerki rowniez w sposob autonomiczny uczestnicza w regulacji sktadu i objgtosci

plynéw ustrojowych. Dzieje sie to dzigki dziataniu specyficznych wewnatrznerkowych
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mechanizmoéw, do ktdrych mozna zaliczy¢: autoregulacje przepltywu krwi przez nerke,
rownowage klebuszkowo-kanalikowa oraz kanalikowo-kigbuszkowe sprzezenie zwrotne
(ang. Tubulo-Glomerular Feedback, TGF).

Réwniez substancje parakrynne, powstajace lokalnie w nerce, m.in.: renina — enzym
niezbedny do powstania Ang II, endoteliny, NO, eikozanoidy: prostaglandyny, tromboksany,
produkty metabolizmu zaleznego od cytochromu P-450 ( np. EET, 20-HETE) wplywaja na
ukrwienie i czynnos$¢ nerek.

Dzialania poszczegdlnych czynnikdw sg czgsto przeciwstawne; wiadomo, ze np.
kwas 20-hyroksyeikozatetraenowy (20-HETE) i endotelina wykazuja silne dziatanie
naczyniokurczace, podczas gdy niektore zwiazki z grupy kwasy epoksyeikozatrienowe (EET)
1 NO wykazuja silne dzialanie naczyniorozszerzajace. Po$rod wspomnianych metabolitow
kwasu arachidonowego obserwuje si¢ antagonistyczne dziatanie w obrgbie naczyn, natomiast
w obrebie kanalikéw nerkowych wykazuja one synergistyczne dziatanie natriuretyczne.
Tlenek azotu dziata naczynioroszerzajaco oraz wplywa na transport sodu i wody. Wielu
autorOw uwaza, ze NO dziata natriuretyczne, jednak istnieja rowniez dane potwierdzajace
zar6wno antynatriuretyczne jak i antydiuretyczne efekty dzialania tlenku azotu (Bouley, 2000;
Martin, 2002).

Prawidlowa czynnos$¢ nerek uwarunkowana jest nalezytym ich ukrwieniem.
Zaopatrzenie w krew poszczegolnych czgsci nerki nie jest jednakowe. Kora nerki jest
znacznie silniej ukrwiona niz rdzen; tylko ok. 20% krwi doptywajacej do nerki przeplywa
przez rdzen, co po uwzglednieniu jego masy daje okoto pigciokrotnie mniejsze ukrwienie
rdzenia niz kory nerki. Wymienione wyzej czynniki parakrynne i hormonalne wydaja si¢ mie¢
istotny wptyw na wewnatrznerkowy rozdzial ukrwienia.

Jak juz wspomniano istnieja specyficzne wewnatrznerkowe mechanizmy wplywajace

na regulacje objetosci i sktadu ptyndéw ustrojowych. Pierwszym z nich jest autoregulacja
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przeptywu krwi przez nerkg. Zjawisko autoregulacji wystepuje w wielu tozyskach
naczyniowych, ale w nerkach wyrazona jest ona najsilniej i ma kluczowe znaczenie dla
funkcji narzadu. Dzigki zmianom srednicy t¢tniczek doprowadzajacych kigbuszkow,
przeptyw krwi przez nerkg jest utrzymywany na stalym poziomie w zakresie ci$nief
panujacych w tetnicy nerkowej pomigdzy 80 a 180 mmHg. Autoregulacja RBF uniezaleznia
hemodynamike nerek od wahan ci$nienia tetniczego krwi; przy braku autoregulacji kazdemu
wzrostowi cisnienia towarzyszylby nie tylko wzrost RBF, ale takze wzrost filtracji oraz
wydalania wody i elektrolitow. Takze mechanizmy regulujace filtracj¢ kigbuszkowa, np.
kanalikowo-kigbuszkowe sprze¢zenie zwrotne wtdrnie przyczyniaja si¢ do autoregulacji
przeptywu.

Warto podkresli¢, ze rdzen nerki coraz czgsciej uwazany jest za istotny obszar
odgrywajacy wazna rolg w regulacji cisnienia krwi. Wiadomo, Ze ukrwienie rdzenia podlega
zjawisku autoregulacji w duzo mniejszym stopniu niz catkowite ukrwienie nerki. Mattson i
Cowley (2003) sugeruja, ze obnizenie przeptywu krwi przez rdzen nerki (ang. Medullary
Blood Flow, MBF) o 15-30% prowadzi do rozwoju nadcisnienia. Nalezy takze wspomnie¢, ze
poza wymienionymi czynnikami humoralnymi i parakrynnymi, wptyw na ukrwienie rdzenia
nerki ma takze tonicznos¢ jego srodmiazszu per se (Dobrowolski 1 wsp. 2000).

Drugim specyficznym dla nerki mechanizmem regulujacym jej czynnos¢ jest
kanalikowo-kiebuszkowe sprzezenie zwrotne. Jest to proces, w ktorym komorki plamki geste;
grubego ramienia wstepujacego petli Henlego stykajace si¢ z komoérkami bieguna
naczyniowego tego samego nefronu, reaguja na zmiany st¢zenia NaCl doplywajacego do tego
odcinka kanalika, wywolujac zmiany $rednicy tetniczki doprowadzajacej. Zwigkszenie tzw.
tadunku dystalnego sodu docierajacego do komorek plamki gestej powoduje skurcz tetniczki

doprowadzajacej oraz zmniejszenie przeptywu krwi przez kiebuszek i zmniejszenie filtracji.
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Zjawisko tzw. rownowagi kiebuszkowo-kanalikowej polega na zachowaniu stalego
stosunku objetosci przesaczonej w kigbuszkach nerkowych do objgtosci zresorbowanej w
kanaliku blizszym. Przy zmianach filtracji kigbuszkowej resorpcja zwigksza si¢ lub zmniejsza
w sposob proporc nalny tak, ze nadal ok. 70% przesaczu ulega wchionigciu. Zjawisko to
zapobiega wigkszym wahaniom obje¢tosci ptynu nie zresorbowanego w kanaliku blizszym i
dostarczonego do kanalika dalszego.

Juz ten bardzo krétki przeglad pokazu , ze budowa nerki, oraz wspomniane
mechanizmy regulacyjne umozliwiaja bardzo precyzyjna kontrol¢ wydalania sodu i1 objgtosci
plynu pozakomorkowego przez ten narzad. W warunkach fizjologicznych objgtos¢ krwi
utrzymywana jest na statym poziomie w wyniku zrownowazenia ilosci spozytych i
wydalanych przez nerk¢ ptynow i sodu. Jak wiadomo, objetos¢ krwi krazacej 1 opor

naczyniowy sa gldwnymi czynnikami okreslajacymi wielkos$¢ ci$nienia tg¢tniczego krwi.

1.2. Rola nerek w regulacji ciSnienia krwi

Dominujaca rola nerki w kontroli ci$nienia krwi jest od wielu lat forsowana przez
Guytona i zwolennikow jego teorii, w mysl ktorej wzrost ci$nienia krwi umozliwia
zwigkszenie wydalania chlorku sodu (NaCl) i wody przez nerke z nastgpczym zmniejszeniem
objetosci wewnatrznaczyniowej, prowadzac do normalizacji ci$nienia. Nawet niewielkie
zmiany ci$nienia powoduja znaczne wahania w wydalaniu, co w warunkach fizjologicznych
stanowi mechanizm zabezpieczajacy stalos¢ objgtosci wewnatrznaczyniowe;j i cisnienia krwi.
Zjawisko to okre$lane jest nazwa diurezy i natriurezy z nadcisnienia (ang. pressure diuresis
and pressure natriuresis).

Spelnienie zadan regulacyjnych przez nerkg jest mozliwe dzigki ogromnym

zdolnosciom adaptacyjnym tego narzadu. Wyrazem tych mozliwosci jest wydalanie przez
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nerki réznych objetosci moczu o zréznicowanym sktadzie, zaleznie od aktywnosci
organizmu, sktadu pobieranego pokarmu oraz dostawy wody. Utrata tych zdolnosci wystepuje
takze w niewydolnosci nerek, co prowadzi migdzy innymi do rozwoju nadcisnienia a takze
zaburzen czynnosci wielu innych narzadow.

Wedlug Guytona, u podtoza nadcisnienia pierwotnego moga leze¢ zaburzenia
mechanizméw nerkowego wydalania chlorku sodu i wody. Zmniejszenie ich wrazliwosci
wymaga przestawienia cisnienia krwi na wyzszy poziom, umozliwiajacy przywrocenie
normalnej zaleznosci miedzy podaza i wydalaniem sodu. Wzmozona retencja sodu powoduje
przejsciowa hiperwolemig, ktorej skutkiem jest zwigkszenie objetosci minutowej serca, a
nast¢pnie wzrost oporu obwodowego prowadzacy do podwyzszonych wartosci cisnienia krwi.
Skuteczne zwigkszenie wydalania ptynu przez nerki musi by¢ wigc skojarzone ze stopniowym
wzrostem cisnienia tetniczego krwi (Guyton, 1991). Réwnowaga miedzy podaza i
wydalaniem pltynéw i sodu zostaje wreszcie przywrdcona, niestety kosztem dalszego wzrostu
ci$nienia t¢tniczego krwi, ktdry ulega stopniowo utrwaleniu.

Badania molekularno-genetyczne wydaja si¢ potwierdzaé hipotez¢ Guytona: defekt
genetyczny wystepujacy w pierwotnym nadcisnieniu tetniczym przejawia si¢ w uposledzeniu
funkc nerek, prowadzacym do wzmozonej retenc sodu i wody a by¢ moze rowniez w
zjawisku sodowrazliwosci, czyli nieproporcjonalnie wigkszym niz normalnie wzroscie
ci$nienia krwi pod wplywem dostarczonego tadunku sodu (Guyton, 1991).

W dlugofalowej regulac cisnienia tetniczego bierze udziat takze uktad wspétczulny, a
zwlaszcza eferentne wiokna tego uktadu unerwiajace nerkg. Wzrost ich aktywnosci moze by¢
czynnikiem inicjujacym rozwdj nadcisnienia t¢tniczego w wyniku przesunigcia w prawo
krzywej zaleznosci natriureza-ci$nienie t¢tnicze. Przesunigcie owej krzywej zaleznosci moze

by¢ osiagane poprzez:
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wzrost obwodowego oporu naczyniowego obserwowany takze w krazeniu
nerkowym (naczyniowy receptor a-adrenergiczny),
zwigkszenie kanalikowej reabsorpcji sodu (kanalikowy receptor

a-adrenergiczny),

wzrost uwalniania reniny (receptor B-adrenergiczny kom. przykiebuszkowych
t. doprowadzajacej).

Aktywacja uktadu wspoétczulnego, np. w przebiegu krwotoku, wstrzasu lub intensywnego

wysitku fizycznego, prowadzi droga odsrodkowych widkien nerwowych, a takze droga krwi

(adrenalina z rdzenia nadnerczy) do pobudzenia receptorow a-adrenergicznych w tetniczkach

wewnatrznerkowych, skurczu tych naczyn i obnizenia przeptywu krwi przez nerke i filtracji

kigbuszkowej. Wzrost aktywnosci wspotczulnych nerwow nerkowych prowadzi rowniez do
zwigkszenia reabsorpcji kanalikowej Na™.

Podwyzszona aktywnosé uktadu wspoétczulnego jest charakterystyczna cecha
nadcisnienia t¢tniczego, niezaleznie od jego przyczyny. Wiadomo rowniez, ze w wielu
postaciach nadcisnienia aktywno$¢ wspoétczulnych nerwéw nerkowych wzrasta pod wptywem
czynnikoéw srodowiskowych, takich jak dieta wysokosodowa lub stres emocjonalny, w
nieporéwnywalnie wigkszym stopniu niz u osobnikoéw zdrowych. Zaré6wno Ang Il jak i
aldosteron bardzo aktywnie stymuluja uktad wspotczulny, przezwycig¢zajac toniczne
hamowanie tego uktadu przez impulascj¢ z receptoréw sercowo-ptucnych. Impulsacja w
wiloknach wspotczulnych unerwiajacych nerki wzrasta réwniez pod wptywem urazu tkanek i
srodkéw uzywanych do znieczulenia ogdlnego.

Rowniez u zwierzat z genetycznie uwarunkowanym nadci$nieniem
(ang. Spontaneously Hypertensive Rats, SHR) opisano wzrost bioelektrycznej aktywnosci

odsrodkowych widkiem wspoétczulnych unerwiajacych nerkg. Wzrost aktywnosci nerwow
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nerkowych u tych zwierzat nasilat si¢ jeszcze bardziej, jesli zastosowano diet¢ wysokosodowa
i byt odpowiedzialny za dalszy wzrost kumulacji sodu w organizmie.

Wsrod hormondw naczyniokurczaych, do wytwarzania ktorych niezbgdne sg
substancje powstajace w nerkach, nalezy przede wszystkim angiotensyna II, ktéra ponadto
stymuluje produkcje aldosteronu w nadnerczach. Angiotensyna Il wywiera bardzo silnie
dziatanie naczyniokurczace; obok bezposredniego wptywu na napigcie naczyn za
posrednictwem receptora ATI, Ang Il powoduje zmiany morfotyczne w uktadzie sercowo-
naczyniowym: rozrost sciany naczyn, przerost lewej komory serca oraz zmiang stosunku
grubosci $ciany naczynia do jego swiatta (McConnaughy i wsp., 1999, Oikarinen i wsp.,
2003, Schmieder, 1994).

Uklad renina-angiotensyna-aldosteron jest istotnym czynnikiem bioracym udzial w
kontroli ci$nienia krwi. Wywiera on zardwno bezposredni jak i posredni wptyw na wartos¢
tego parametru. Bezposredni wptyw polega na naczyniokurczacym i mitogennym dziataniu
angiotensyny II, natomiast posredni wptyw na cisnienie krwi wywieraja zar6wno
angiotensyna jak i stymulowany przez nig aldosteron, ktore to czynniki stymuluja kanalikowy
transport sodu, przez co przyczynia si¢ do wzrostu objetosci ptynéw ustrojowych.
Zwiekszona reaktywnos¢ tej osi hormonalnej jest zarowno jedna z przyczyn jak i objawow
bardzo czesto towarzyszacych nadcisnieniu tetniczemu u ludzi. Do aktywacji uktadu RAA
dochodzi takze w przypadku zwgzenia tgtnic nerkowych.

Tlenek azotu jako substancja naczyniorozszerzajaca ma naturalnie dziatanie
przeciwstawne do angiotensyny (Romero i Strick, 1993); wywiera jednak takze specyficzny
wplyw na aktywno$¢ RAAS Dokladne zaleznosci wystgpujace pomigdzy NO a RAAS
opisane zostaty w rozdziale ,, Dziafanie NO na czynnosé nerek”. Istnieje rdwniez zaleznos¢
pomigdzy uktadem RAA a pochodnymi kwasu arachidonowego, mianowicie angiotensyna II

stymuluje synteze naczyniokurczacego 20-HETE (Roman, 2002).
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Jak juz wspomniano nerka jest miejscem syntezy wielu substancji parakrynnych
mgjacych istotny wptyw na transport kanalikowy i krazenie nerkowe a tym samym na
ostateczng czynnos$¢ wydalnicza narzadu. Substancje parakrynne lezace w sferze
zainteresowan prezentowanych badan to: tlenek azotu (NO) i pochodne kwasu
arechidonowego (AA) - EETs 1 20-HETE.

Tlenek azotu jest molekutg silnie rozszerzajaca naczynia w calym uktadzie krazenia.
W warunkach fizjologicznych mozna méwié o bezposrednim wplywie NO na hemodynamike
nerek i procesy transportowe oraz o wplywie posrednim (przede wszystkim poprzez regulacje
te pa filtracji kigbuszkowej) polegajacym na modyfikacji kanalikowo-ki¢gbuszkowego
sprzezenia zwrotnego (TGF). NO wykazuje, antagonistyczne dziatanie w stosunku do silnie
naczyniokurczacej Ang Il i wazopresyny a takze w stosunku do aktywnosci uktadu
wspoiczulnego.

Przynajmniej niektdre zwiazki typu EET dziataja naczyniorozszerzajaco a wszystkie
hamuja transport kanalikowy, przyczyniajac si¢ do zwigkszenia wydalania nerkowego, przez
cow dwojaki sposob przeciwstawiaja si¢ rozwojowi nadci$nienia. 20-HETE, najwazniejszy
sposréd kwasow hydroksyeikozatetraenowych, dziala naczyniokurczaco oraz zwigksza
wrazliwos$¢ tzw. sprzezenia kanalikowo-kiebuszkowego przez co moze przyczyniac si¢ do
rozwoju nadci$nienia. Z drugiej strony hamujac transport kanalikowy wykazuje dzialanie
antyhipertensyjne.

Wplywy poszczegdlnych czynnikow parakrynnych czgsto sa przeciwstawne, tak np.
NO antagonizuje naczyniokurczace dziatanie endoteliny i 20-HETE. Ponadto warto
podkresli¢, iz synteza wielu substancji parakrynnych jest modulowana przez dostawe sodu,

bedacego istotnym czynnikiem ryzyka rozwoju choroby nadci$nieniowej.
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1.3. Zmiany podazy sodu - wplyw na czynnos¢ nerki i ciSnienie

tetnicze krwi

Od niemal 0 lat rola spozycia sodu w patogenezie nadcisnienia t¢tniczego budzi
zywe zainteresowanie. Juz w latach 60-tych XX wieku, Lewis Dahl wykazat liniowy wzrost
ci$nienia krwi w zaleznosci od ilosci spozytego sodu (Dahl, 1960). W badaniach
epidemiologicznych i eksperymentalnych oraz badaniach klinicznych uzyskano wiele
przekonujacych dowodéw na istotny udzial zwigkszonej podazy sodu w rozwoju tej choroby.

Gléwnymi prébami klinicznymi, ktére potwierdzily zwigzek pomigdzy iloscig
spozywanej soli kuchennej (sodu) a wysokoscia cisnienia krwi sg programy: INTERSALT
(International Study of Salt and Blood Presure), TONE (Trial Of Nonpharmacological
Intervention in the Elderly), TOHP (Trials of Hypertension Prevention) oraz DASH (Dietary
Approaches to Stop Hypertension), realizowane przez Treatement of Mild Hypertension
Research Group oraz Intersalt Cooperative Research Group, (1988). Wykazano dodatnia
zalezno$¢ miedzy spozyciem soli a wysokoscig ci$nienia skurczowego oraz rozkurczowego.

Znakomicie zaprojektowane i przeprowadzone badania Dentona i wsp. (1997)
wyvkazaly, ze szympansy - zwierzgta filogenetycznie najblizsze cztowiekowi — na
podwyzszong podaz sodu reagowaty podwyzszeniem ci$nienia krwi, natomiast po
przywrdceniu diety o niskiej zawartosci sodu, warto$¢ ci$nienia krwi powracata do wartosci
kontrolnych.

Takze w wielu badaniach populacyjnych wykazano istotny zwigzek pomigdzy
spozyciem soli a wartoscig cisnienia tetniczego krwi. W populacjach o nizszym spozyciu soli,
np. u Indian brazylijskich, nie odnotowuje si¢ tak duzej liczby pacjentéw z nadcisnieniem
tetniczym, ani tez ci$nienie tetnicze nie wzrasta w tej grupie wraz z wiekiem (Gleibermann,

1973; Froment i wsp., 1979).
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Jak juz wspomniano rozwdj nadcisnienia t¢tniczego czgsto wigzany jest z
wystgpowaniem zjawiska tzw. sodowrazliwosci. U osobnikéw sodowrazliwych zwigkszone
dostarczenie sodu (doustne czy parenteralne) powoduje podwyzszenie ci$nienia t¢tniczego a
ograniczenie podawania tego kationu wywotuje skutek odwrotny. U 0séb sodoniewrazliwych
zmiany podawania sodu nie wplywaja na cisnienie tgtnicze.

Zjawisko sodowrazliwosci nie jest do konca wyjasnione. Postulowane sg takie
mechanizmy jak uposledzenie wydalania sodu, zalezne np. od zwi¢gkszonego wchtaniania
zwrotnego w kanaliku proksymalnym, zwigkszonej aktywnosci uktadu wspoétczulnego oraz
dysfunkcji srodbtonka prowadzacej do uposledzenia uwalniania tlenku azotu (Weinberg,
1996, Chimero, 2001). Podwyzszone spozycie sodu oraz nastgpczy wzrost objgtosci krwi
moze by¢ do pewnego stopnia skorygowany przez wzmozone wydzielanie hormonéw o
dziataniu natriuretycznym, takich jak: przedsionkowy peptyd natriuretryczny (ANP),
mozgowy peptyd natriuretyczny (BNP), peptyd natriuretyczny C oraz urodylatyna a takze
poprzez hamowanie aktywnosci uktadu RAA oraz uktadu wspétczulnego.

Wiadomo jednak, ze niewielki, si¢ggajacy 3 mmol/L wzrost stgzenia Na w osoczu
wywoluje proporcjonalny wzrost cisnienia krwi, nawet przy zmniejszajacej si¢ objgtosci
ptynow pozakomoérkowych (Friedman i wsp., 1990). Bardzo interesujace i majace praktyczne
znaczenie sg informacje na temat innych, takze niezaleznych od podwyzszonego ci$nienia
tetniczego, niekorzystnych nastgpstw nadmiernego spozycia sodu. Wykazano np., ze ilos¢
przyjmowanego sodu (okre$lana na podstawie jego wydalania z moczem) koreluje dodatnio z
masa lewej komory serca zardwno u ludzi zdrowych jak i chorych na nadcisnienie t¢tnicze.
Zalezno$¢ te potwierdzito badanie TOMHS (Treatement ofiMild Hypertension Study). Warto
réwniez odnotowad interesujace rezultaty badan populacyjnych, ktore wykazaly, ze s6d
bezposrednio indukuje przerost kardiomiocytow i widknienie migsnia sercowego (przeglad:

Januszewicz i wsp 2004). Wiadomo réwniez, ze chorzy na nadcisnienie pierwotne wrazliwi
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sod reaguja na zwiekszenie jego podazy zwigkszeniem filtracji kiebuszkowe;j,
prawdopodobnie w wyniku skurczu naczyn odprowadzajacych. Wigze si¢ to ze zwigkszonym
przeptywem krwi przez kiebuszki i wzrostem cisnienia w naczyniach wtosowatych
ki¢buszkow. Badania doswiadczalne wykazaly, ze te zmiany hemodynamiczne uszkadzaja
komorki srodbtonka naczyn, komorki nabtonkowe oraz mezangium. Koncowym efektem tych
zmian jest stwardnienie kigbuszkéw. Mozna zatem przypuszczac, ze wrazliwi na s6d chorzy
sq bardziej narazeni na tego rodzaju zmiang¢ narzadowa (Januszewicz i wsp. 2004).
sprawnym usuwaniu nadmiaru sodu przez nerk¢ decyduja rowniez syntetyzowane w

ni¢j czynniki parakrynne. Wiele badan wskazuje, ze r6zna podaz sodu modyfikuje aktywnos¢
enzymow zaangazowanych w monooksygenacj¢ zalezng od CYP-450 oraz syntaz NO
(Roman, 2002). Wplyw podazy sodu na aktywnos$é omawianych szlakéw metaboliocznych
zostal szerzej opisany w rozdziatach ,,Wphw podazy sodu na aktywnosé syntaz NO w nerce
szczura” oraz ,,Wplyw podazy sodu na aktywnos¢ metabolizmu AA w nerce szczura

Zmiany w aktywnosci wybranych szlakéw syntetyzujacych lokalne mediatory i ich
wplyw na regulacj¢ ci$nienia oraz czynnosé nerki staly si¢ gtownym przedmiotem moje;j

rozprawy doktorskie;j.

1.4. Tlenek azotu w organizmie

Czasteczka NO jest wolnym, niestabilnym rodnikiem gazowym, tatwo przenikajacym
przez btony komorkowe, powstajacym w wyniku utleniania L-argininy przez jedna z trzech
izoform syntaz tlenku azotu. Mimo krétkiego czasu pottrwania, ograniczonego dodatkowo
wigzaniem z grupami hemowymi, wedruje stosunkowo daleko (150-300um) od miejsca
swego powstawania.

Wytwarzany w organizmie NO wywiera bardzo r6znorodne dzialanie, mi¢dzy innymi
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wywoluje rozkurcz naczyf krwionosnych (endotelialna syntaza tlenku azotu, NOS-3),
posredniczy w komorkowej odpowiedzi immunologicznej (indukowana syntaza tlenku azotu,
NOS-2) oraz modyfikuje neurotransmisje¢ (neuronalna syntaza tlenku azotu, NOS-1).

Biatka syntaz NO sa hemoproteinami, ktore w obecnosci tlenu czasteczkowego i
tetrahydrobiopteryny (BH,) katalizuja utlenianie grupy guanidynowej L-argininy do NO i
L-cytruliny. Kofaktorami reakcji syntezy NO sa: wapfi, kalmodulina, forma zredukowana
fosforanu dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NADPH), dinukleotyd
flawinoadeninowy (FAD), mononukleotyd flawinoadeninowy (FMN) i tetrahydrobiopteryna

(BH,). Uproszczony schemat syntezy NO przedstawiono na Ryc. 1.

Ryc. 1. Schemat syntezy NO.
W wiekszosci komorek dziatanie NO zwiazane jest z aktywacja cytozolowej cyklazy
guanylanowej i wzrostem stezenia wewnatrzkomorkowego cGMP (Biondi i wsp., 1990).

Ponadto dochodzi do aktywacji kanatow potasowych, co prowadzi do hyperpolaryzacji
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komorki, zamknigcia zaleznych od potencjatu kanaléow wapniowych i nasilenia niedoboru
Ca®" w komoéree. Brak statego dostarczania wapnia do komoérki powoduje defosforylacje
lekkich tancuchéw miozyny i doprowadza do rozkurczu miesni gtadkich naczyn.

NO uwalniany do swiatta naczynia przechodzi takze do plytek krwi (w trakcie ich
kontaktu ze Sciang naczynia) i w podobny sposob doprowadza w nich do zwiekszenia stg¢zenia

c¢GMP i spadku poziomu wapnia, co zapobiega agregacji ptytek (Raij, 1993).

1.4.1. Syntazy tlenku azotu (NOS)

Istnieja 3 gtowne izoformy syntazy NO: neuronalna (nNOS, NOS-1), indukowana
(INOS, NOS-2) i srodblonkowa (eNOS, NOS-3). Wszystkie one sg konstytutywnie obecne w
nerce. Wszystkie syntazy sa aktywne tylko jako dimery; pojedyncza jednostka nie jest zdolna
do wytwarzania NO. Wykazuja one budowe podobng do biatek cytochromu P-450.

NOS zostata odkryta jako enzym cytoplazmatyczny, ale pewne jej postranslacyjne
modyfikacje moga zmienia¢ lokalizacje wewnatrzkomorkowa a dotyczy to szczegolnie
izoformy $rédbtonkowej. Pojedyncza podjednostka jest biatkiem zawierajacym flawiny
(FAD, FMN) i przylaczona kalmoduline. Aktywny dimer wigze dwa centra hemowe i dwie
czasteczki tetrahydrobiopteryny (Kiechle i wsp., 1993).

Tlenek azotu dzigki swojej duzej przenikalnosci wnika do wngtrza miocytow
naczyniowych i za posrednictwem cGMP powoduje rozszerzenie naczyn krwionosnych,
istotnie obnizajac cisnienie krwi. W warunkach fizjologicznych w sposéb bezposredni
wplywa zaréwno na hemodynamikeg jak i na procesy transportowe w nerce.

W nerkach NO reguluje regionalny przeptyw w korze i rdzeniu m. in. takze poprzez
modyfikacje kanalikowo-klebuszkowego sprzgzenia zwrotnego. Toniczny wptyw NO na
krazenie nerkowe jest istotnym czynnikiem antagonizujacym dziatanie wielu substancji

naczyniokurczacych takich jak angiotensyna II, wazopresyna, 20-HETE czy endotelina -
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obecnych w tozysku naczyniowym nerki. Wplywa on takze na filtracj¢ kigbuszkowa,
wydzielanie reniny oraz transport jonéw przez Sciang kanalika nerkowego. Wiadomo, ze
obnizenie syntezy NO zmniejsza zdolnos¢ wydalania sodu i wody w odpowiedzi na wzrost
obj¢tosci ptyndw pozakomoérkowych, natomiast podanie donoréw tlenku azotu prowadzi do
natriurezy (Majid i wsp., 1993). Badania in vitro potwierdzaja, ze NO wywiera bezposredni
wplyw na transport jondw, hamuje reabsorpcj¢ sodu w kanaliku proksymalnym (Roczniak i
Burns, 1996) i w kanaliku zbiorczym (Stoos i wsp., 1995). Istnieja rowniez doniesienia, ze
NO powstajacy za posrednictwem eNOS hamuje reabsorpcje sodu w kanaliku proksymalnym,
ramieniu wst¢pujacym petli Henlego i kanaliku zbiorczym, natomiast NO produkowany przez
nNOS wydaje si¢ stymulowac transport w kanaliku proksymalnym. Niejednoznaczne sa takze
dane dotyczace roli NO w transporcie wody. Spotyka si¢ zarowno doniesienia, ze jest on
substancjg antagonizujacg dziatanie wazopresyny jak i dane §wiadczace o tym, ze NO
nasladuje wplyw VP stymulujac wbudowywanie akwaporyn w blong¢ luminalng kanalikow
zbiorczych (Ortiz i Garvin, 2002).

Poza wieloscig procesow regulowanych przez NO, dodatkowa trudnosé¢ w badaniu
jego roli wynika z faktu, ze moze on wywolywac efekty przeciwstawne, zaleznie od
lokalizacji produkujacej go syntazy. Tak np. NO generowany przez eNOS w srédbtonku
tetniczki doprowadzajacej klgbuszkéw hamuje sekrecje reniny (He, 1995), podczas gdy NO
powstajacy w plamce gestej przy udziale nNOS stymuluje jej uwalnianie.

Neuronalna syntaza tlenku azotu (nNOS, NOS-1)

Izoforma neuronalna NOS jest enzymem cytozolowym, zaleznym od jonéw wapnia i
kalmoduliny, prawdopodobnie zlokalizowanym w komérce przybtonowo i zwigzanym z nig
za posrednictwem biatka PSD-95 i a-syntrofiny (Brenman, 1996). Ludzka nNOS jest
biatkiem o ciezarze 155 kDa a szczurza - 160 kDa; jest konstytutywnie obecna w duzych

stezeniach, gldwnie w mozgu, rdzeniu krggowym i obwodowym uktadzie nerwowym. Jej
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obecnos¢ stwierdza si¢ w neuronach nitrergicznych mozgu i w pozazwojowych
zakonczeniach autonomicznych typu NANC (ang. non-adrenergic, non-cholinergic).
Najlepiej poznanym mechanizmem aktywacji nNOS jest pobudzenie receptora
metabotropowego NMDA, zwigzanego z kanatlem wapniowym. Otwarcie kanalu zwigksza
stezenie jonéw wapnia w komorcee, ktdry wiazac si¢ z kalmoduling aktywuje nNOS do
produkeji NO.

W nerce obecnos$¢ neuronalnej syntazy NO (nNOS) stwierdzono w plamce ggste]
(macula densa) kanalika dystalnego oraz w $rodblonku tetniczek doprowadzajacych
klebuszkow (Wilcox, 1992; Bachmann, 1995). Wiadomo, Ze jest ona takze obecna w okolicy
zakonczen widkien nerwowych biegnacych w sasiedztwie t¢tnic lukowatych 1
migdzyplatowych oraz we wioknach dochodzacych do miedniczki nerkowej. Ponadto
stwierdzono obecno$¢ nNOS w komérkach nabtonka torebki Bowmana, niektorych
komorkach potozonego w rdzeniu wewngtrznym odcinka petli Henlego a takze w odcinku
rdzeniowym kanalikéw zbiorczych. W kanaliku zbiorczym, biatko dla nNOS jest znajdowane
w komorkach gléwnych, ktore sg odpowiedzialne za transport sodu, potasu i wody
(Wang, 1998). Najwyzszy poziom ekspresji mRNA dla nNOS odnotowano w odcinku
kanalika zbiorczego potozonym w rdzeniu wewnetrznym (ang. Inner Medullary Collecting
Duct, IMCD) (Terada, 1992), natomiast najnizszy w kanaliku proksymalnym (Wang, 2000;
Baines i Ho, 2002). Doniesienia te zostaly potwierdzone przez innych badaczy przy uzyciu
techniki Western blot, dzieki ktorej ustalono, iz najwyzszy poziom biatek nNOS znajduje si¢
w rdzeniu nerki, ze szczegdlnym uwzglednieniem rdzenia wewngtrznego (Martin, 2002). Nie
do konca w zgodzie z przedstawiona lokalizacja pozostaja informacje méwiace o niskim
poziomie ekspresji nNOS w cienkim odcinku ramienia wstgpujacego petli Henlego

(Wang, 2002). Powyzsze dane o rozmieszczeniu neuronalnej syntazy NO odnosza si¢ do nerki

gryzoni.
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Indukowana syntaza tlenku azotu (iNOS, NOS-2)

Indukowana izoforma NOS (iNOS) jest biatkiem o ciezarze 130 kDa, geny dla niej
zlokalizowane sg u czlowieka na chromosomie 17. Uwaza sig, Ze jest to enzym niezalezny od
kompleksu wapn-kalmodulina, cho¢ niektérzy badacze podwazaja ten poglad wykazujac
koniecznos¢ przylaczenia kalmoduliny do enzymu jako warunek jej prawidlowego dziatania
(Knowles, Moncada, 1994; Cho, 1992). Indukowana NOS jest enzymem czg¢$ciowo
zwigzanym z blonami komérkowymi a czgsciowo wystepuje jako enzym cytozolowy.

W warunkach rownowagi fizjologicznej (bez indukcji, np. cytokinami) iNOS
znajdowano w makrofagach, migéniach gtadkich naczyn, siatkowce, hepatocytach,
fibroblastach, chondrocytach i komoérkach gleju. Miejscem najwyzszej podstawowe;j ekspres;ji
mRNA dla iNOS w nerce jest rdzeniowy odcinek ramienia wstgpujacego petli Henlego
(ang. Thick Ascending Limb of Henle, TALH) (Mohaupt, 1994; Morrisem, 1994); w
warunkach podstawowych nie stwierdza si¢ istotnego wplywu NO pochodzacego z iNOS na
krazenie czy transport nerkowy.

W warunkach patologicznych iNOS odpowiedzialna jest za wytwarzanie duzych ilosci
NO, powstawanie peroksynitrytu (nadtlenoazotynu, ONOOQO"), ktory ulegajac rozszczepieniu
doprowadza do powstania rodnika wodorotlenowego i wolnego rodnika azotanowego,
uwazanych za jedne z najbardziej cytotoksycznych czasteczek w organizmie. Wspomniane
rodniki blokuja enzymy tancucha oddechowego, hamuja aktywnosé wielu enzymow
zawierajacych metale, powoduja oksydacj¢ kwasdw ttuszczowych oraz nitrozylacje biatek i

aminokwasow.
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Srodblonkowa/Endotelialna syntaza tlenku azotu (eNOS, NOS-3)

U cztowieka gen dla izoformy $rédblonkowej (eNOS) znajduje si¢ na 7 chromosomie.
Ta konstytutywnie wystgpujaca syntaza, znajdowana przede wszystkim w komérkach
srédbtonkowych naczyn, jest enzymem zaleznym od jonéw wapnia i kalmoduliny.

Jej budowa morfologiczna jest bardzo podobna do nNOS, za$ forma aktywna enzymu sktada
si¢ z dwoch podjednostek. Endotelialna NOS jest enzymem zwigzanym z btong
cytoplazmatyczng. W komorce nastepuje swoista wedrowka eNOS z miejsca jego
skladowania w btonie (nieaktywny kompleks z kaweolina) do cytozolu (forma aktywna) pod
wplywem zwigkszenia stezenia jonoOw wapnia i tworzenia jego kompleksu z kalmodulina.
mRNA dla eNOS odnaleziono pierwotnie w komorkach srédbtonka naczyn, w hipokampie
oraz komérkach migsnia sercowego.

W nerce eNOS wykryto w srédblonku naczyn wtosowatych kigbuszka, tetniczek
doprowadzajacych i odprowadzajacych, sSrédblonku tetnic wewnatrznerkowych (glownie w
rdzeniu nerki) oraz naczyn prostych (vasa recta) w rdzeniu. mRNA dla eNOS zlokalizowano
takze w kanaliku proksymalnym, w grubym odcinku ramienia wstepujacego petli Henlego i w
kanaliku zbiorczym.

Zwiekszenie powstawania NO pochodzenia srodbtonkowego moze zachodzi¢ pod
wptywem wielu czynnikow. Jednym z nich jest zjawisko tzw. stresu $cinajacego (ang. shear
stress). Laminarny przeptyw krwi w naczyniu odksztatca komorki srodbtonka, co powoduje
zwigkszong transkrypcje genow dla eNOS. Stres scinajacy jest jednym z najwazniejszych
czynnikow dlugotrwatej regulacji poziomu NO w naczyniach (Sessa, 1994). Ponadto
aktywuje on kanaly potasowe (K*) w komérkach srodbtonkowych, co dodatkowo uruchamia

mechanizmy doprowadzajace do nasilenia transkrypcji genéw dla eNOS (Uematsu, 1995).
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Wszystkie trzy izoformy NOS sa konstytutywnie obecne w nerce, cho¢ jak
wspomniano ich rozmieszczenie w tym narzadzie nie jest jednorodne. Do$¢ wczesnie
zwrdcono uwage na wieksza zdolno$¢ syntezy NO w rdzeniu nerki w porownaniu z kora,

Schemat rozmieszczenia poszczegolnych typow syntaz NO w nefronie szczura

przedstawiono na Ryc. 2.

Kropki niebieskie oznaczajq nNOS, kropki czerwone eNOS, zielone iNOS.
Biondi i Romero (1990) jako pierwsi stwierdzili, ze w rdzeniu nerki psa wykrywa si¢

znacznie wigksze iloéci cGMP (drugi przekaznik dla NO) niz w korze. Badania prowadzone
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w naszej Pracowni rowniez potwierdzaja wigksza zdolno$¢ rdzenia nerki do syntezy NO

(Grzelec-Mojzesowicz 1 Sadowski, 2007).

1.4.2. Dzialanie NO na czynnos¢ nerki

Dzigki dos¢ szerokiemu spektrum swojego dziatania NO odgrywa istotna role w wielu
funkcjach nerek. Biologiczne dziatanie NO polega na posredniczeniu w procesach rozkurczu
naczyn krwionosnych, co powoduje wzrost przeptywu krwi przez naczynia nerkowe
przyczyniajac si¢ posrednio do wzrostu wydalania sodu. Obserwuje si¢ rowniez bezposredni
wplyw NO na zwigkszone wydalanie sodu; wiadomo, ze NO powstajacy przy udziale eNOS
hamuje transport kanalikowy.

Jak wspomniano wysoki poziom biatek nNOS opisano w plamce ggstej gdzie
produkowany przez nig NO jest waznym czynnikiem modyfikujacym sprz¢zenie kanalikowo-
kiebuszkowe. Plamka gesta jest miejscem zetknigcia koncowego odcinka ramienia
wstepujacego petli nefronu z biegunem naczyniowym kigbuszka, oraz jak wiadomo, komorki
plamki gestej sg detektorem stgzenia NaCl, reagujac na zmiany stg¢zenia chlorku sodu
doptywajacego do tego odcinka kanalika. Zwigkszenie dostawy soli do komoérek plamki
gestej kanalika dystalnego prowadzi do nasilenia ko-transportu Na*, K*, 2CI" w jej
komorkach, co uruchamia sygnat do skurczu t¢tniczki doprowadzajacej, prowadzac do
zmniejszenia przeptywu krwi przez kigbuszek i zmniejszenia filtracji. Sygnat ten nie zostat do
konca zidentyfikowany, przypuszcza sig¢, ze jest nim adenozyna lub/i ATP. NO powstajacy z
udziatem zlokalizowanej tam nNOS przeciwdziata skurczowi t¢tniczki doprowadzajace;j
wystepujacemu w nastepstwie sygnatu z plamki gestej, czyli zmniejsza wrazliwos¢
kanalikowo-ki¢buszkowego sprzezenia zwrotnego. Ponadto NO wptywa na aktywnos¢ uktadu
renina-angiotensyna-aldosteron. Wiadomo, ze NO pochodzacy z eNOS i nNOS wykazuje

przeciwstawne dziatanie na aktywnos¢ uktadu RAA zaleznie od réznej lokalizacji obu syntaz.
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I tak NO powstajacy przy udziale eNOS hamuje sekrecje¢ reniny przez komorki tgtniczki
doprowadzajacej a wigc hamuje aktywnos¢ RAAS, natomiast nNOS wykazuje dziatanie
przeciwstawne w zwiagzku z pobudzaniem wydzielania reniny w tym samym obszarze (przez
komarki aparatu przyki¢buszkowego).

Innym waznym dziataniem NO jest zapobieganie powstawaniu skrzepéw w obrgbie
kigbuszka nerkowego. Jest to o tyle istotne, ze podczas filtracji krew ulega bardzo silnemu
zaggszezeniu, za$ jej powolny przeptyw w klebuszkowych naczyniach wlosowatych
dodatkowo sprzyja krzepnigciu krwi (Marsden i wsp., 1996).

Szereg badaczy uwaza, ze tlenek azotu generowany przez nNOS odgrywa wazng
funkcje w regulacji przeptywu krwi w rdzeniu nerki. Wedtug innych danych ukrwienie kory
zalezy niemal w rownym stopniu od NO generowanego przez eNOS i nNOS, natomiast
ukrwienie rdzenia i filtracja kigbuszkowa — gldwnie od NO generowanego przez eNOS
(Kakoki i wsp., 2001; Grzelec-Mojzesowicz i Sadowski, 2007).

Stwierdzono réwniez wptyw NO na procesy transportowe w nerce. Bech i wsp.
(1996), stwierdzili, ze zablokowanie syntezy NO nie powodujace zmian w ci$nieniu krwi
prowadzito do obnizenia wydalania sodu; natomiast podanie donoréw NO prowadzito do
natriurezy (Majid i wsp., 1993). NO, prawdopodobnie pochodzacy z nNOS zlokalizowanej w
naczyniach prostych (vasa recta) i kanalikach zbiorczych, wydaje si¢ mie¢ bezposredni,
hamujacy wptyw na funkcje kanalow i transporteréw jonowych. W badaniach Mattsona i
wsp. (1996) potwierdzono, ze zablokowanie nNOS wywotato nadcisnienie powodowane

zwigkszona retencja sodu.
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Wplyw podazy sodu na aktywnos¢ syntaz NO w nerce szczura

Jak juz wspomniano, rozmieszczenie poszczegdlnych typéw syntaz NO jest w nerce
nierdwnomierne a ponadto aktywnos¢ poszczegdlnych typdw syntaz jest modulowana
niezaleznie, m.in. przez zréznicowang dostawe sodu. Z wielu badan wynika, ze zwigkszona
podaz sodu prowadzi do podwyzszonej ekspresji wszystkich trzech izoform NOS w rdzeniu
nerki, natomiast w potozonej w korze plamce gestej zaréwno zwigkszenie jak i obnizenie
spozycia sodu podwyzsza aktywnos¢ nNOS (Wilcox i wsp., 1998). Na podstawie ostatnich
badan Siragy i wsp. (2007) przeprowadzonych na mtodych szczurach, stwierdzono, ze dieta
niskosodowa powoduje znamienny wzrost aktywnosci eNOS w klebuszkach, aparacie
przykigbuszkowym i w naczyniach oraz powoduje wzrost aktywnosci nNOS w kanalikach.

Szczegodlnie intensywnie badana jest rola NO w odpowiedzi na diet¢ wysokosodowa; w
badaniach na ludziach z umiarkowanym nadcisnieniem wywotanym podawaniem
zwiekszonej ilosci NaC stwierdzono zwigkszenie oporu naczyniowego w krazeniu nerkowym

zalezne od zaburzen w produkcji NO (Higashi i wsp., 1995).

1.5. Szlaki metaboliczne kwasu arachidonowego

Kwas arachidonowy (AA) uwalniany z fosfolipidoéw btonowych jest przeksztalcany
enzymatycznie w calg rodzine metabolitdéw zwanych eikozanoidami. Istniejg trzy szlaki
prowadzace do wytworzenia biologicznie aktywnych eikozanoidow:

1. szlak cyklooksygenacji (COX)

2. szlak lipooksygenacji

3. szlak monooksygenacji zaleznej od cytochromu P-450 (CYP-450)

Liczne ich produkty, pokazane na ponizszym rysunku, petnia wazna rol¢ w regulacji

ukrwienia nerki, filtracji klebuszkowej i transportu kanalikowego.
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Ryc. 3.Uproszczony schemat przemian kwasu arachidonowego (AA) w organizmie.
PGI, — prostacyklina, PGE, PGF, PGD — prostaglandyny, TXA; — tromboksan A,
LT — leukotrieny, HPETE — kwasy hydroperoksyeikozatetraenowe, 5,6-, 8,9-, 11,12-,
14,15- EET — kw. eikozatrienowe, 19-i 20- HETE — kw. hydrosyeikozatetraenowe.
Zmodyfikowane wg. Roman, 2002.

Szlak cykooksygenacji w nerce

Wszystkie izoenzymy syntazy cyklicznego nadtlenku prostaglandynowego (COX)
zwanego takze cyklooksygenazg sa umiejscowione na wewngtrznej powierzchni siateczki
$rodplazmatycznej, a takze na wewnetrznej i zewnetrznej powierzchni btony jadrowej. W
nerce wystepuja dwie odrebne cyklooksygenazy: cyklooksygenaza 1 i 2 (COX-11 COX-2),
przeksztalcajace kwas arachidonowy (AA) w metabolity zwane prostanoidami.

COX-1 podlega ekspresji konstytutywnej; w warunkach fizjologicznych wykrywana
jest w wielu tkankach; w nerce w komodrkach klebuszka i kanalika zbiorczego. U dorostych

ludzi aktywno$¢ COX-1 wykryto w komorkach srodbtonka oraz w migsniach gladkich $cian
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zyt i tetnic, w komédrkach nabtonkowych kanalikéw zbiorczych, a takze w komérkach
srédmiazszowych kory i rdzenia nerki. Zwigkszenie ekspresji COX-1 moze swiadczy¢ o
uszkodzeniu $ciany naczynia, w tym o zapoczatkowaniu procesu miazdzycowego
(Burdan, 2006).

COX-2 zwana jest czesto izoforma indukowana; wykrywana jest stale (w pewnych
ilosciach podstawowych) w komorkach plamki gestej, w ramieniu wst¢pujacym petli Henlego
oraz w rdzeniowym odcinku kanalika zbiorczego, co wskazuje na jej ekspresje konstytutywna
w tych strukturach nerki (Khan,1998).

Opisano istnienie trzeciej izoformy syntazy cyklicznego nadtlenku
prostaglandynowego - COX-3, ktorej ekspresja zostala wykazana zwlaszcza w obregbie
osrodkowego ukiadu nerwowego a ekspresj¢ genow ja kodujacych stwierdzano takze w
$cianie aorty (Botting 1 wsp., 2005; Burdan iwsp., 2006).

Stata ekspresja genéw COX jest niezbedna do utrzymania prawidtowego przeptywu
krwi. Wykazano, ze COX-2 obecna w $rédbtonku naczyn odpowiada za synteze prostacykliny
(PGIy), ktora moze by¢ takze syntetyzowana z udzialem COX-1. Prostacyklina jest rowniez
najsilniejszym antagonistg tromboksandéw, przede wszystkim trombosanu A, (TXA; )
wytwarzanego przez ptytki krwi.

Glownym produktem cykooksygenacji w nerce jest prostaglandyna E; (PGE), a jej
receptory (EP) s najbardziej rozpowszechnionymi w nerce receptorami dla eikozanoidéw. Za
posrednictwem receptorow EP1, PGE, hamuje reabsorpcj¢ sodu w kanaliku zbiorczym,
przyczyniajac si¢ do natriurezy. Za posrednictwem receptorow EP2 i EP4 rozszerza a za
posrednictwem EP3 zweza naczynia krwionosne. Na jej rozszerzajace dziatanie szczegdlnie
wrazliwe s naczynia krwionosne w rdzeniu nerki. Naczyniokurczace dziatanie takich
substancji jak angiotensyna II, katecholaminy i wazopresyna buforowane jest przez

prostaglandyny - dzieki czemu przeptyw krwi, filtracja ki¢buszkowa i wydalanie sodu
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utrzymywane sa na prawidlowym poziomie. Prostaglandyny moga mie¢ takze swdj udziat w
utrzymywaniu prawidlowego cisnienia krwi w warunkach niedoboru sodu poprzez stymulacje
uwalniania reniny (Breyer i Breyer, 2000).

Drugim istotnym dla nerki metabolitem szlaku cyklooksygenacji jest prostaglandyna
I, (PGl,, prostacyklina) dziatajaca naczyniorozszerzajaco za posrednictwem receptorow IP.
W obrebie eikozanoidow jest ona bardzo istotnym czynnikiem tagodzacym naczyniokurczace
efekty substancji presyjnych w obrgbie naczyn klebuszka, gdzie jej synteza zarowno w
migsnidwce tetniczki odprowadzajacej oraz naczyn kapilarnych jest istotnie wigksza niz
synteza PGE,.

Trzecim waznym metabolitem powstajacym w procesie cyklooksygenacji AA jest
tromboksan A; (TXA;). Ma on dzialanie naczyniokurczace, a powstaje gtownie w
komorkach mezangialnych i podocytach kigbuszkéw nerkowych, przy czym w warunkach
normalnych jest produkowany w niewielkich ilosciach. Na hemodynamike¢ nerek wptywa

przez receptory TP a jego znaczenie istotnie ros$nie w stanach patologicznych (Imig, 2000).

Szlak lipooksygenacji

Glownym metabolitem szlaku lipooksygenazy w nerkach sa leukotrieny (LTs)
produkowane przez komorki srodblonka i komorki mezangialne kigbuszkow. Metabolity
szlaku lipooksygenazy wptywaja na hemodynamike nerek i filtracj¢ kigbuszkowa jedynie w

stanach chorobowych (np. w stanach zapalnych).



- WSTEP - 34

Szlak monooksygenacji zaleznej od cytochromu P-450

W nerkach funkcjonujg dwa szlaki monooksygenacji kwasu arachidonowego zalezne
od cytochromu P-450:

- szlak epoksygenacji produkujacy kwasy epoksyeikozatrienowe, (zwiazki typu EETs,

epoksydy) oraz

- szlak w-hydroksylacji produkujacy kwasy hydrosyeikozatetraenowe (zwiazki typu

HETE)

Pod nazwa cytochrom P-450 kryje si¢ ogromna rodzina enzyméw wykazujacych
aktywnos¢ monooksygenazy. Wystepuja one powszechnie w niemal wszystkich tkankach,
najwigksza aktywnos$é wykazujac jednak w watrobie i rdzeniu nadnerczy. W genomie
czlowieka znanych jest okoto 150 réznych gendéw (ich nazwy zaczynaja si¢ od liter CYP)
kodujacych rézne cytochromy P-450, ktére dodatkowo wykazuja znaczny polimorfizm w
obrgbie populacji. Enzymy tej rodziny sg transbtonowymi biatkami o masie czasteczkowe;j
50-55 kDa, zwigzanymi z btona siateczki srédplazmatycznej oraz z wewngtrzng blona
mitochondrialna. Zawieraja hem jako grupe prostetyczna, a kofaktorami reakcji
monooksygenacji sa NADPH i FAD/FMN.

Cytochrom P-450 jest waznym elementem w metabolizmie ksenobiotykéw, zwlaszcza
o charakterze hydrofobowym. Bierze roéwniez udzial w przemianach kwaséw tluszczowych i
eikozanoidéw. Cytochrom P-450 jest koncowym elementem tancucha przekazu elektronow, z
ktorego przenoszone sg one na jeden atom tlenu w czasteczce O , redukujac i wlaczajac go do
czasteczki H,O. Drugi atom tlenu jest wiaczany w substrat.

Rozszyfrowany zostal mechanizm cyklicznego procesu hydroksylacji, ktory przebiega
w siateczce srodplazmatycznej przy udziale cytochromu P-450 (Wolf, 1982) w nast¢pujacych

etapach:
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1. potaczenie si¢ czasteczki substratu z utleniong forma cytochromu P-450 F¢**,

2. redukcja kompleksu przez elektron pochodzacy z NADPH, a przekazany przez
reduktaze cytochromu P-450 (to wlasnie zredukowana postac cytochromu P-450 moze
reagowac z CO, tworzac kompleks tatwy do identyfikacji dzigki pasmu absorpcji 450
nm, stad nazwa ,,cytochrom P-450”).

3. przylaczenie do kompleksu zredukowanego cytochromu P-450 i substratu. czasteczki
tlenu z utworzeniem tréjsktadnikowego uktadu cyt-P4507%" - O, -substrat.

Redukcja tego kompleksu przez elektron pochodzacy z reduktazy cytochromu P-450.

Ten ostatni zwigzek to tzw. nadtlenkowa forma cytochromu P-450 (ang. peroxy-

cytochrome P-450), ktora tracac czasteczke wody przeksztalca si¢ w kompleks o wysokiej

elektrofilnosci, a tym samym o wysokiej zdolnosci do interakcji z czasteczka substratu.
Szlak epoksygenacji zaleznej od CYP-450

W szlaku epoksygenacji zaleznej od cytochromu P-450, kwas arachidonowy
przeksztalcany jest w grupe zwiazkéw okreslanych jako kwasy epoksyeikozatrienowe (EETs)
przy udziale epoksygenazy. Opisano 6 gtownych rodzin enzymu epoksygenazy CYP: 1A, 2B,
2C, 2D, 2E i 2], w wyniku dziatania ktorych powstaja 4 gtowne grupy produktéw: 5,6-EET,
8,9-EET, 11,12-EET i 14,15-EET. Kwasy epoksyeikozatrienowe, podobnie jak zwiazki typu
HETE, nie posiadaja specyficznych receptorow, dzialaja lokalnie, w poblizu miejsca swego
powstawania. Jednak w najnowszej pracy Spectora i wsp. (2007) proponowane sg dwa
modele receptorow dla EETs. Pierwszy z nich mialtby by¢ receptorem btonowym,
umieszczonym w blonie komorkowe;j i aktywujacym szereg wewnatrzkomorkowych szlakow.
Drugim proponowanym modelem jest receptor wewnatrzkomérkowy. Wedlug tej teorii EETs

sg obecne wewnatrz komodrki w wyniku wychwytu produktéw hydrolizy fosolipidow



- WSTEP - 36

zawierajacych EETs lub w wyniku ich syntezy z AA. Wedlug tej teorii pozostaja one w

komorce wystarczajaco dlugo aby wywolaé reakcj¢ autokrynna.

Mechanizm dzialania zwigzkéw typu EET

Powstajace w komorkach srodblonka kwasy epoksyeikozatrienowe przyczyniaja si¢
do rozkurczu naczyn, poprzez otwarcie kanatu potasowego aktywowanego wapniem
(L-type K¢, channel/BK ;). Wywotuja one hiperpolaryzacje komorek $rodbtonka i migsni
gladkich scian naczyn, poprzez aktywacj¢ kanalow potasowych zaleznych od wapnia (Kc,)
oraz ATP-azy Na'-K" (Pratt i wsp., 2001; Fleming, 2001). Zwiazki typu EETs wykazuja
szereg efektow biologicznych. Do najwazniejszych dziatan EETs naleza m.in.: rozszerzenie
naczyn, modyfikowanie aktywnosci kanatow jonowych, dziatania przeciwzapalne,
angiogeneza 1 mitogeneza oraz szereg innych (Spector, 2007).

Poniewaz uwalniane w $rodbtonku kwasy epoksyeikozatrienowe powoduja
hiperpolaryzacje¢ miocytow scian naczyn krwionosnych, zwiazki typu EET uznaje si¢ za tak
zwany §rédblonkowy czynnik hiperpolaryzacyjny (Endothelial Dependent Hyperpolarizing
Factor - EDHF). Posredniczg one takze w naczyniorozszerzajacym dziataniu bradykininy 1

acetylocholiny (Roman, 2002) .

Wystepowanie i dzialanie zwigzkéw typu EET w organizmie

Kwasy epoksyeikozatrienowe sa wykrywane w miocytach serca oraz komorkach
srodbtonka naczyn krwionosnych szczurow, psow, kotow, swin i krolikow, w ktorych
wykazuja dziatanie naczyniorozszerzajace. Stwierdzono, ze zwigzki te dziatajq z roznym

nasileniem w zaleznosci od gatunku zwierzgcia oraz miejsca ich syntezy.
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Enzymy podrodziny CYP2J2 odpowiedzialne sa gldéwnie za powstawanie EETs w
kardiomiocytach (Wu i wsp., 1996), ostabiajac ich kurczliwo$¢ poprzez zahamowanie
aktywnosci kanatow sodowych oraz kanatow wapniowych typu L (Lee i wsp., 1999; Chen i
wsp., 1999). Badania z uzyciem oligonukleotydéw nonsensownych wykazaty, ze enzymy z
rodziny CYP2C8 oraz 2C9 sa odpowiedzialne za powstawanie kwasow
epoksyeikozatrienowych w komoérkach srodbtonka u ludzi (Fisslthaler i wsp., 1999). Bialka z
rodziny CYP2J3 wykrywa si¢ w sercu, trzustce, watrobie, ptucach i nerkach szczuréw.
Obecnos¢ biatek CYP2C1 1 2C4 stwierdzono rowniez w komorkach watroby krolikow
(Chataigneau i wsp., 1998; Laethem i wsp., 1992). Obecnos¢ biatek CYP2B, 2E, 2], 1A, 2C i
4A stwierdza si¢ w tetnicach ptucnych oraz w oskrzelikach ptucnych u krolika
(Zhu i wsp., 2000).

Najlepiej poznanym dzialaniem EETs jest ich wptyw wazorelaksacyjny w matych
naczyniach oporowych. Dla przyktadu w izolowanych mikronaczyniach wiencowych
14,15-EET wykazuje dziatanie naczyniorozszerzajace juz w stezeniu 10 pM (Fang, 2005).
Wplyw EETs na aktywno$¢ kanatow jonowych polega na zwigkszeniu prawdopodobienstwa
otwarcia kanatow BKc,, co powoduje hiperpolaryzacje migsni gtadkich $cian naczyn
(ang. vascular smooth muscle cells, VSMC) i rozszerzenie naczynia (Hu, 1993). EETs
aktywujac kanaty BK ¢, takze w innych komorkach, np. w ptytkach krwi, powoduja obnizenie
ich agregacji (Kretz, 2004), w mig¢$niach gtadkich drog oddechowych, stymuluja rozkurcz
oskrzeli. Ponadto opisywany jest wptyw EETs na aktywnos¢ innych kanatéw, np. Katp, Na',
L-type Ca®".

Istnieje coraz wiecej dowoddw na to, ze EETs stymuluja angiogenezg; jednak $ciezka
sygnatu modelujacego ten proces rdzni si¢ zaleznie od gatunku, typu srédblonka i
regioizomeru EET, inicjujacego ten proces (Fleming, 2006; Michaelis, 2006). Stwierdzono

réwniez, ze EETs stytmuluja mitogeneze nerkowych komorek nabtonkowych, poprzez
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ztozony mechanizm transdukcji sygnatu. Najbardziej aktywnym mitogenem wydaje si¢ by¢
14.15-EET. Poza stymulacja proliferacji komorek zdaje si¢ dodatkowo wzmacniaé swoje

dziatanie poprzez zahamowanie ich apoptozy (Chen, 2001).

Lokalizacja i dzialanie zwigzkow typu EET w nerce

Za powstawanie EETs odpowiedzialna jest duza rodzina enzymow CYP-450, m.in.
1A, 2B, 2C, 2D, 2E i 2] aczkolwiek szczegoélowy udzial kazdego z nich w produkcji
eikozanoidow w nerce nie zostal okreslony (Sarkis i Roman, 2004). Podstawowe metabolity
szlaku epoksygenacji wystgpujace w nerce to: 5,6-EET; 8,9-EET; 11,12-EET; 14,15-EET.
Zwiazki te dzialaja lokalnie w poblizu miejsca powstawania wplywajac migdzy innymi na
przeptyw krwi oraz filtracj¢ ktgbuszkowa. W nerce produkowane sa one gtéwnie w kanaliku
proksymalnym i kanaliku zbiorczym, gdzie hamuja reabsorpcj¢ sodu i wody, bezposrednio a
takze posrednio, hamujac antydiuretyczne dziatanie wazopresyny w korowym odcinku
kanalika zbiorczego (Roman, 2002).

Opisywane sg takze roznice w sile oraz kierunku dziatania r6znych izoform zwiazkéw
EETs na krazenie nerkowe. 11,12-, 14,15-, oraz 8,9-EET rozszerzaja naczynia w
mikrokrazeniu nerkowym (Imig i wsp., 1996), podczas gdy 5,6-EET dzialaja na nie
naczyniokurczaco (Caroll i wsp., 1990; Imig i wsp., 1996). Infuzja 8,9- 1 5,6-EET
bezposrednio do tetnicy nerkowej szczura in vivo obniza filtracje¢ oraz catkowity przeptyw

krwi przez nerke (Katoch 1 wsp., 1991;Takahashi i wsp., 1990).
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Szlak -hydroksylacji zaleznej od CYP-450

-hydroksylazajest enzymem katalizujacym proces przeksztalcania kwasu
arachidonowego, w szlaku monooksygenacji zaleznej od cytochromu P-450, w zwiazki typu
HETE. Gtownymi powstajacymi tak metabolitami sa kwasy

- 120-hydroksyeikozatetraenowe (19- i 20-HETE), przy czym ten ostatni jest szczegolnie
interesujacy ze wzgledu na swoje dziatanie wewnatrznerkowe.

Opisano cztery glowne rodziny enzymu w-hydroksylazy: 4A, 4F, 4B, 2J. W obrgbie
roczin opisano izoformy (podrodziny), wystgpujace odpowiednio w roznych narzadach; np.
enzymy z podrodzin CYP4F2, CYP4A11 oraz 4F12 wydaja si¢ by¢ gldwnymi czynnikami
odpowiedzialnymi za powstawanie 20-HETE w ludzkiej nerce oraz w watrobie, natomiast
enzymy z rodziny CYP4A (CYP: 4A1, 4A2, 4A3, 4A8) poza watrobg lokalizowane sa

w modzgu szczurow (Gibson, 1989; Helvig, 1989; Stec, 1996).

Mechanizm dzialania 20-HETE

Kwas 20-hydroksyeikozatetraenowy jest syntetyzowany przez komorki migsni
gladkich naczyn. Jest on czynnikiem kurczacym drobne tetniczki, o $rednicy do ,
nalomiast wywiera matly lub wrecz zerowy efekt naczyniokurczacy w wigkszych tetnicach.
W-daje sie, ze brak aktywnosci 20-HETE w duzych naczyniach moze mie¢ zwiazek z
r nicami w ekspresji kanatow potasowych w duzych i matych naczyniach (Roman, 2002).
Dctychczas nie stwierdzono obecnosci specyficznych receptorow dla 20-HETE, wydaje sig,
ze dziata on w najblizszej okolicy miejsca swej syntezy (Roman, 2002). Zwiazek ten
w kazuje naczyniokurczace dzialanie na tozyska naczyniowe nerek, mozgu oraz migsni

sz ieletowych. Mechanizm jego dzialania polega na depolaryzacji komorek migsni gltadkich
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scian naczyn, wtérnym zahamowaniu aktywnosci przewodnictwa kanatow potasowych
zaleznych od wapnia oraz na zwigkszeniu przewodnictwa kanatow wapniowych typu-L

(ang. Large-conductance).

Lokalizacja i dzialanie 20-HETE w nerce

Enzymy CYP-450 z rodziny 4A i 4F produkujace 20-HETE zlokalizowane sa w
tetniczkach nerkowych, kigbuszkach, w perycytach otaczajacych rdzeniowe naczynia proste
(vasa recta), ponadto ich obecno$¢ stwierdza si¢ w kanaliku proksymalnym oraz korowym i
rdzeniowym odcinku ramienia wstgpujacego petli Henlego (Hoagland i wsp., 2001).

Powstajacy w komorkach migsni gladkich naczyn 20-HETE, jest pot¢znym
czynnikiem naczyniokurczacym wplywajacym na proces autoregulacji przeptywu krwi w
nerce (Hoagland i wsp., 2001). 20-HETE powstajacy w plamce ggstej kanalika dystalnego
oraz w tetniczee doprowadzajacej kigbuszka kurczy t¢ ostatnia, co sugeruje, ze na poziomie
tgtniczki doprowadzajacej, jest on drugim przekaznikiem dla innych mediatoréw
powstajacych w tym obszarze (Roman, 2002). Ponadto 20-HETE wykazuje istotne dziatanie
natriuretyczne poprzez hamowanie ATP-azy sodowo-potasowej w blonie podstawnoboczne;j
komorek kanalika proksymalnego oraz ko-transportu Na', K*, 2CI" w ramieniu wstepujacym
petli (Maier i Roman, 2001).

Powstawanie produktow -hydroksylacji w nerce jest regulowane przez czynniki
hormonalne i parakrynne oraz jest wyraznie zalezne od zawartosci sodu w diecie
(Imig, 2000a). Aktywnos¢é enzymdéw metabolizujacych AA modulowana jest, poza sodem
réwniez przez inne czynniki takie jak dieta wysokotluszczowa, cukrzyca oraz zatrucie
cigzowe. Do czynnikow stymulujacych syntez¢ i uwalnianie 20-HETE zaliczamy

angiotensyng II, endoteling 1 serotoning.
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Pochodne kwasu arachidonowego a TGF

Jak juz wspomniano, autoregulacja przepltywu przez nerkg jest modulowana przez
kanalikowo-klgbuszkowe sprzgzenie zwrotne. Ito i wsp. (1998) ustalili, ze enzym
w-hydroksylaza, odpowiedzialny za powstawanie 20-HETE jest obecny w tgtniczkach
doprowadzajacych i plamce gestej, a Zou i wsp. (1994) potwierdzili jego istotne znaczenie
jako czynnika wplywajacego na aktywnos$¢ kanalikowo-kigbuszkowego sprzezenia
zwrotnego. Franco i wsp. (1988) potwierdzili, ze pochodne AA wzmacniajg odpowiedz TGF;
dodanie 17-ODYA (17-octadecynoic acid, nieselektywny inhibitor szlaku monooksygenacji
CYP-450) do ptynu kanalikowego catkowicie odwracato dzialanie AA oraz catkowicie

blokowato odpowiedZ TGF (Zou i wsp., 1994).

Wplyw podazy sodu na aktywno$¢ metabolizmu AA w nerce szczura

Jak wspomniano wczesniej, pochodne kwasu arachidonowego odgrywaja wazna rol¢
w dlugoterminowej kontroli ci$nienia krwi. Pochodne szlaku epoksygenacji - EETs wykazuja
dzialanie naczyniorozszerzajace oraz poprzez zahamowanie transportu kanalikowego
przyczyniajq si¢ do zwigkszonej natriurezy, przez co, w dwojaki sposob przeciwstawiajg si¢
rozwojowi nadci$nienia. Natomiast 20-HETE z jednej strony wykazuje dzialanie
naczyniokurczace, a z drugiej, poprzez zahamowanie transportu, podobnie jak metabolity
szlaku epoksygenacji, przyczynia si¢ do zwigkszonego wydalania sodu.
Jak juz wspomniano, sdd jest istotnym czynnikiem ryzyka wystapienia choroby
nadci$nieniowej. W wielu badaniach stwierdzono zalezno$¢ pomigdzy dostawa sodu a

aktywnoscig opisywanych szlakow. Miedzy innymi ustalono, ze aktywnos¢ biatka CYP2C i
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ilos¢ metabolitéw powstajacych w szlaku epoksygenacji AA wzrastaja w nerce w odpowiedzi
na zwigkszong podaz sodu (Imig, 2005; Capdevila i wsp., 2001; Makita i wsp., 1994; Zhao i
wsp., 2003). U szczuréw utrzymywanych na diecie wysokosodowej w nerce stwierdzono
obnizenie aktywnosci biatek CYP450-4A (odpowiedzialnych za syntez¢ 20-HETE) (Roman,
2002).

Wplyw soli na aktywnos$¢ enzymow hydroksylacji zalezy od ich lokalizacji w
organizmie. Stwierdzono, ze dieta wysokosodowa powoduje obnizenie nerkowej syntezy 20-
HETE (Roman, 2002; Hoagland, 2003; Oyekan i wsp., 2005); natomiast podwyzsza
aktywno$¢ enzymatyczna i ilo§¢ powstajacego 20-HETE w innych obszarach krazeniowych
takich jak: tetnice krezkowe (Wang i wsp., 2005), tetniczki migsni szkieletowych (Frisbee i

wsp., 2000).

Interakcje pomigdzy NO a 20-HETE

Interakcja pomigdzy NOS a CYP-450 moze odbywa¢ si¢ na kilku poziomach; poza
wspomniang rola sodu istnieje bezposrednia biochemiczna zalezno$¢ obydwu enzymow.
Tlenek azotu w formie wolnego rodnika tworzy trwate kompleksy ze zredukowanym jonem
zelazawym w czasteczce hemu, hamujac w ten sposéb NOS oraz inne enzymy, takze
CYP-450, posiadajace te¢ form¢ hemu w swojej czasteczce (Cooper, 1999). NO moze
modulowa¢ synteze 20-HETE poprzez wiazanie oraz inaktywowanie czasteczki hemu w
enzymach CYP-450 (Fleming, 2001). Mediowane przez NO hamowanie syntezy 20-HETE,
ktore w konsekwencji prowadzi do wzrostu przeptywu rdzeniowego (mechanizm wash out)
zostato zaproponowane jako przyczyna natriuretrycznego i diuretycznego dziatania NO.

Wza mna konkurencja szlakow enzymatycznych wchodzacych w sktad kaskady NO

oraz CYP-450 oraz zr6znicowana podaz sodu w diecie moga mie¢ kluczowe znaczenie dla
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precyzyjnej wspotgry tych czynnikdw w kontroli ukrwienia i czynnosci wydalniczej nerki a

posrednio takze w dtugoterminowej kontroli ci$nienia krwi.

Udzial NO i pochodnych AA zaleznych od CYP-450 w dlugoterminowej kontroli

ciSnienia krwi

Zaréwno NO jak i pochodne CYP-450, poprzez swéj wptyw na czynnosé
hemodynamiczna i w alnicza nerki, wydaja si¢ odgrywaé istotna rol¢ w dtugoterminowej
kontroli cisnienia krwi. Jak wspomniano wyzej, istnieje zalezno$¢ pomiedzy enzymami
CYP-450 a NO, dodatkowo istniejg zaleznosci pomigdzy samymi metabolitami AA. Jak
wiadomo zwiazki typu EETs zwigkszaja prawdopodobienstwo otwarcia kanatéw K* ¢, i
aktywuja Na'-K"-ATP-aze, funkcjonalnie antagonizujac naczyniokurczace dziatanie 20-
HETE. Jak wspomniano, zaréwno NO jak i 20-HETE, modyfikuja aktywnos¢ kanalikowo-
kigbuszkowego sprzezenia zwrotnego, wptywajac na tempo filtracji kltebuszkowej, co
sugeruje ich aktywny udzial w kontroli ilosci i sktadu wydalanego moczu, a co za tym idzie
bilansu ptynéw ustrojowych.

Wiegkszos¢ efektow biologicznych NO w nerce prowadzi ostatecznie do zwigkszenia
wydalania wody i substancji osmotycznie czynnych, a wigc majg one dzialanie hipotensyjne.

Zwiazek metabolitow AA, powstajacych w przeksztatceniach zaleznych od CYP-450,
z genezg nadcisnienia jest szczegOlnie interesujacy, gdyz wykazuja one dziatanie pro- jak i
antyhipertensyjne. 20-HETE jako czynnik silnie naczyniokurczacy sprzyja rozwojowi
nadcisnienia, podczas gdy EET poprzez swoje dziatanie naczyniorozkurczajace dziata
przeciwnie. W obrebie kanalika nerkowego omawiane metabolity hamujg transport i

zwigkszaja wydalanie sodu, przez co przeciwstawiajg si¢ rozwojowi nadcisnienia. Ponadto
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20-HETE w duzej mierze odpowiedzialny tez za uwrazliwienie TGF, moze prowadzi¢ do
obnizenia filtracji klebuszkowej, nerkowej retencji ptynéw i do podwyzszania cisnienia krwi.

W wielu przebadanych zwierzgcych modelach nadci$nienia stwierdzono zachwiang
rownowage w produkcji metabolitow AA. Z jednej strony mamy modele nadcisnienia, w
ktorych rozwdj choroby ttumaczy si¢ obnizong ekspresja biatlek CYP-450-4A. Naleza tu
m. in.: szczury Dahl SS (salt sensitive), u ktorych stwierdza si¢ zmniejszenie syntezy
20-HETE, spowodowane obnizeniem ekspresji biatek CYP-450 4A, co powoduje obnizenie
natriuretycznego dziatania tych pochodnych. Dodatkowo u tych zwierzat stwierdza si¢
niezdolno$¢ do zwigkszenia nerkowej produkeji EETs przy zwigkszonym spozyciu sodu - co
moze potegowaé rozwdj nadcisnienia tetniczego z powodu obnizenia poziomu endogennych
substancji natriuretycznych oraz braku jednego z czynnikéw naczyniorozszerzajacych
(Roman, 2002; Sarkis i Roman, 2004).

Z drugiej strony, w innych modelach nadcisnienia rozwoj choroby wydaje si¢ zaleze¢
od wzrostu ekspresji tych samych biatek CYP-450 4A. W tej grupie najdokladniej
przebadanym modelem nadcisnienia sg szczury spontanicznie rozwijajace nadcisnienie
(Spontaneously Hypertensive Rats -SHR). Charakteryzuja si¢ one gwatltownym wzrostem
cisnienia krwi pomigdzy 5 a 10 tygodniem zycia skojarzonym ze wzrostem produkc;ji
20-HETE. Jest to faza rozwoju choroby nadci$nieniowej. W ustalonej fazie nadcisnienia nie
stwierdza sie natomiast zadnych réznic w produkcji 20-HETE pomigdzy szczurami SHR a ich
normotensyjna kontrola, szczurami Wistar-Kyoto (WKY) (Roman, 2002; Sarkis i Roman,
2004).

W farmakologicznym modelu nadci$nienia — typ DOCA-salt, szczurom na diecie
wysokosodowej podaje sie octan deoksykortykosteronu (DOCA), symulujac zwigkszong

aktywno$¢ kory nadnerczy, co w konsekwencji stymuluje retencj¢ sodu. Ponadto u zwierzat
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tych stwierdza si¢ wzrost poziomu endoteliny bedacej czynnikiem stymulujacym
powstawanie 20-HETE (Roman, 2002; Sarkis i Roman, 2004).

W zwigzku z brakiem jednoznacznych wnioskow co do roli opisywanych substancji
parakrynnych w kontroli ci$nienia krwi, zwlaszcza w warunkach zmiennej podazy sodu,
wydaje si¢ istotne przebadanie ich wzajemnych zaleznosci u zwierzat nie posiadajacych

zadnych genetycznych predyspozycji do nadcisnienia.
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CEL PRACY

1. Zbadanie znaczenia tlenku azotu i produktow monooksygenacji AA zaleznej od
CYP-450, a takze interakcji tych dwoch uktadow w regulacji krazenia
wewngtrznerkowego i czynnosci wydalniczej nerek.

2. Ustalenie w:;jaki sposob wyniki ingerencji w funkcjonowanie dwoch
wymienionych uktadéw (NOS i CYP-450) zaleza od podazy sodu w diecie.

3. Proba ustalenia wptywu indukowanych zmian krazenia wewnatrznerkowego
(szczegolnie ukrwienia rdzenia nerki) oraz czynnosci wydalniczej nerki na
ksztattowanie si¢ cisnienia tetniczego u szczuréw zdrowych w warunkach niskiej

wysokiej podazy sodu w diecie.
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3.1. Material doswiadczalny

Badania prowadzono na szczurach samcach o ci¢zarze ciata 250-310g. Szczury
pochodzity ze stada Wistar Cmd: (WI)WU, ze Zwierzetarni IMDiK PAN.
Projekt badan uzyskat pozytywna opini¢ Pierwszej Lokalnej Komisji Etycznej. Wszystkie
pomiary doswiadczalne przeprowadzano u szczuréw w uspieniu ogdélnym, w
doswiadczeniach ostrych. Doswiadczenia te byty poprzedzone réznymi zabiegami

wstepnymi.

Wstepne przygotowywanie zwierzgt
Przed doswiadczeniem ostrym zwierzgta otrzymywaly ad libitum wode oraz pasz¢ o
roznej zawartosci sodu, SSNIFF (GmbH, Soest, Niemcy).

e Dieta standardowa. (STD). Szczury otrzymywaly pasze hodowlang o zawartosci sodu
0,25% w/w.

e Dieta niskosodowa. (LS). Szczury otrzymywaty pasze niskosodowa (0,15% Na")

przez 10 kolejnych dni przed do§wiadczeniem ostrym.

e Dieta wysokosodowa, (HS). Szczury otrzymywaly pasze wysokosodowa (4% Na")

przez 21 kolejnych dni przed doswiadczeniem ostrym.

W czesci doswiadczen, na tle diet stosowano wstgpng blokadg syntaz tlenku azotu
(NOS) lub blokad¢ monooksygenacji kwasu arachidonowego (AA) zaleznej od cytochromu
P-450 (w dalszym tekscie dla uproszczenia okreslang jako blokada CYP-450).

W celu wstgpnego blokowania NOS zwierzg¢tom podawano do picia, przez 4 kolejne
doby poprzedzajace doswiadczenie ostre, roztwor estru metylowego-Nitro-L-argininy
(L-NAME, Sigma) w st¢zeniu 50 mg/1000 ml. W celu wstegpnego zablokowania CYP-450

wstrzykiwano dootrzewnowo (i.p.) roztwoér 1-aminobenzotriazolu (ABT, Sigma Fluka GmbH,
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Netherlands) 50 mg/kg c.c. w objetosci 0,5 ml 0.9% NaCl. Iniekcje wykonywano w odstepie
24 godzin. przez 2 kolejne dni przed doswiadczeniem ostrym. Plan badan dla zwierzat, u
ktdrych wstepnie blokowano NOS i zwierzat. u ktér ch wstepnie blokowano CYP-450

przedstawiono na Ryc. 41 5. W dniu wlasciwego doswiadczenia ostrego zwierzeta osiagaty

ciezar ciata ok. 300 g.



http://rcin.org.pl
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Ryc. 4. Sposob przeprowadzania badan u zwierzqt, u ktorych wstepnie blokowano synteze
NO (gorny schemat: dieta niskosodowa (LS); dolny schemat: dieta wysokosodowa (HS)).
Badania prowadzono wg. planu: dieta (LS, HS)—dieta + przygotowanie wstepne (L-NAME)
- doswiadczenie ostre.

Uwaga: zwierzeta wstepnie traktowane L-NAME w doswiadczeniu ostrym otrzymywaty
‘ABT Ilub 0,9% NaCl (kontrola).
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Ryec. 5. Sposob przeprowadzania badan u zwierzqt, u ktorych wstepnie blokowano
aktywnosé enzymow CYP-450 (gorny schemat: dieta niskosodowa (LS); dolny schemat;
dieta wysokosodowa (HS). Badania prowadzono wg. planu: dieta (LS, HS)-dieta +
przygotowanie wstepne (ABT) - doswiadczenie ostre.

Uwaga: Zwierzeta wstepnie traktowane ABT w doswiadczeniu ostrym otrzymywaly
L-NAME lub 0,9% NaCl (kontrola).
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Doswiadczenia ostre: przygotowanie chirurgiczne

Szczur usypiano za pomoca podawanej dootrzewnowo soli sodowej kwasu
tiobarbiturowego (Thiopental, Biochemie GmbH, Vienna, Austria) - w dawce 100 mg/kg
cigzaru ciata. Thiopental (suchy proszek) rozpuszczano w wodzie destylowanej: objetosc
ptvnu dostarczana zwierzgciu z narkoza odpowiadata ok. 0,2% masy ciala. W czasie
doswiadczenia kontrolowano odruchy rogowkowe dla oceny glgbokosci narkozy 1 w razie
potrzeby dodawano Thiopental dozylnie. W czasie calego doswiadczenia mierzono rektalng
temperature ciata szczura za pomoca czujnika termistorowego. Utrzymywano stala cieplote
ciata (ok. 37°C) przyv uzyciu plytki grzejnej, na ktorej zwierze lezato w trakcie doswiadczenia.

Po odstonigciu tchawicy umieszczano w niej rurke polietylenowa poprawiajaca
drozno$¢ drog oddechowych i umozliwiajaca w razie potrzeby usuwanie zbierajacej si¢ w
nich wvdzieliny. Srednie cisnienie tetnicze krwi mierzono za pomoca kaniuli wprowadzone;
do tetnicy udowej. Kaniula byla potaczona z przetwornikiem ci$nienia wspotpracujacym z
miernikiem cisnienia (Stoelting 50110. Wood Dale. USA). Utrate ptynéw podczas interwencji
chirurgicznej wyrdéwnywano podajac 3% roztwor albuminy wotowej (AppliChem GmbH.,
Darmstadt. Niemcy) w roztworze Ringera (Polfa. Polska), w infuzji 3 ml/h. przez kaniulg
umieszczong w zyle udowej. Przez t¢ sama kaniulg¢ podawano infuzjg 0.9% soli fizjologicznej
(Polfa. Polska) oraz substancji czynnych.

Lewa nerke odstaniano z cigcia ledzwiowego, w delikatny sposob uwalniano z
otaczajacej tkanki tacznej oraz unieruchamiano w pojemniczku powszechnie uzywanvm w
mikropunkcyjnych badaniach kanalikow nerkowych. Tak wyeksponowana nerke
zabezpieczano przed wysychaniem przykrywajac ja platkami ligniny nasaczonymi ptynem
Ringera. Po wypreparowaniu moczowodu wprowadzano do niego cewnik umozliwiajacy

zbidrke moczu. Odstaniano miejsce odejscia tetnicy nerkowej od tetnicy gtdwnej (aorty).
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Tetnicg nerkowg delikatnie wypreparowywano z otaczajacych tkanek i oddzielano od zyty

nerkowej, odstaniajac ja na dtugosci okoto 2 mm.

Pomiary ukrwienia nerki

Sondg¢ (J 1 mm) do mierzenia przeptywu catkowitego krwi przez nerk¢ umieszczano
na t¢tnicy nerkowej i podtaczano do przeptywomierza ultradzwigkowego typu Transonic (typ
T 106 S, Transonic System Inc., NY, USA).

Do pomiaru przeptywu krwi przez rdzen nerki (MBF) uzywano sondy igltowej
swiattowodowej PF 402, (& 0,45 mm), ktérg wkiuwano na gigbokos¢ 5 mm. tak aby koniec
znajdowat si¢ w obrebie rdzenia wewngtrznego, w poblizu granicy z rdzeniem zewnetrznym.
Przeptyw krwi przez kor¢ nerki (CBF) byl mierzony za pomocg sondy PF 407 (& 0,5 mm)
umieszczonej na powierzchni nerki. Obie sondy byty polaczone z dwukanalowym
przeptywomierzem typu laser-Dopler (PeriFlux, 4001). Zestaw ten mierzy tzw. "laser-
Doppler flux”, odpowiadajacy iloczynowi liczby czasteczek (krwinek) poruszajacych sig w
polu widzenia czujnika (<1 mm?) oraz ich $redniej szybkosci. Warto$¢ przeptywu wyrazano
w arbitralnych jednostkach perfuzji (PU; 1000 PU=10V). Kazda z sond byta kalibrowana.
Standardowy impuls kalibracyjny uzyskiwano przez umieszczenie sondy w zawiesinie lateksu

wykazujacej ruchy Browna (,,motility standard”).

Pomiar tlenku azotu (NVO) w nerce in situ

Do pomiaru NO w tkance nerki uzywano miernika amperometrycznego ISO-MARK I
(World Precision Instruments, USA) oraz sondy elektrochemicznej ISO-NOP200 tej same;j
firmy. Metoda elektrochemiczna (amperometryczna) z wykorzystaniem elektrod
selektywnych dla NO jest obecnie jedyna bezposrednia i czutg metoda, ktora pozwala w

realnym czasie wykrywaé¢ NO w tkankach i roztworach.
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Tlenek azotu ulega utlenieniu na powierzchni elektrody roboczej, generujac niewielki
prad redox: NO - e >NO". Prad redox ptynacy pomiedzy elektroda robocza a referencyjna,
mierzony za pomocg bardzo czulego amperomierza. jest proporcjonalny do ilosci utlenionego
NO. Sonda [SO-NOP200 uzywana do pomiaru NO w rdzeniu nerki sktada si¢ z widkna
weglowego otoczonego blona selektvwnie przepuszczalng dla tlenku azotu (elektroda
robocza) oraz elektrody referencyvinej Ag/AgCl. Srednica przekroju sondy wynosita 0,2 mm a
diugosé elementu mierzacego wynosita od 2 do 3 mm. w zaleznosci od egzemplarza. Sonde
wktuwano na glebokosé 6 mm pod katem okolo 60° do powierzchni nerki. Szczyt sondy w
tym potozeniu osiagal rdzen wewnetrzny. zas prawie caly element mierzacy sondy pograzony
byl w rdzeniu nerki.

Procedura kalibracyjna sondy ISO-NOP200 in vitro opierala si¢ na kontrolowane;j
reakcji rozkladania roztworu S-nitrozo-N-acetylopenicylaminy( SNAP). (zsyntetyzowanej
przez prot. A. Lipkowskiego w Instvtucie Chemii Przemystowej w Warszawie) w obecnosci
katalizatora (CuCl). Pochodzace z SNAP znane ilosci NO powodowaly wygenerowanie przez
sonde sygnatu elektrycznego mierzonego w nA. co pozwalato na wykreslenie krzywej
kalibracyjnej. W trakcie badan uzyto kilku sond ISO-NOP 200 ze wzgledu na ich postepujaca

utrate aktywnosci oraz podatnos¢ na uszkodzenia.

Przebieg ostrego doswiadczenia

Po chirurgicznym przygotowaniu zwierzat 1 umieszczeniu sond. o czekiwano
40-60 min; byt to czas potrzebny do ustabilizowania mierzonych parametrow
czynno$ciowych zwierzgcia. W okresie stabilizacji szczury otrzymywaty infuzje 3%
albuminy wolowej z predkoscia 4 ml/h. Po okresie stabilizacji rozpoczynano wiasciwe
doswiadczenie. ktore przebiegato wedlug jednakowego schematu we wszystkich badanyvch

grupach (Ryc. 6. 7). Sktadato sie ono z szesciu 30 minutowych okresoéw, z ktorych dwa
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pierwsze stanowily okresy kontrolne. W okresach kontrolnych szczury otrzymywaly infuzj¢
0,9% NaCl z predkoscia 3,1 ml/h.

Nastepnie podawano substancje czynna: ABT lub L-NAME, w postaci, odpowiednio,
trwajgcego 10 min wlewu dozylnego (6 ml/h), lub w formie trwajacej do kofica
doswiadczenia infuzji (3,1 ml/h).

W czasie catego doswiadczenia zbierano mocz w celu okreslenia diurezy minutowej, tempa
wydalania sodu i wydalania substancji osmotycznie czynnych.

Na zwierzetach przygotowanych w opisany powyzej sposob przeprowadzono
doswiadczenia, w ktorych mierzono w lewej nerce:

1.catkowity przeptyw krwi przez nerke (RBF),

2. ukrwienie tkanki nerkowe) (metoda laser-Doppler):

- a. przeptyw krwi przez korg nerki (CBF),

- b. przeptyw krwi przez rdzen nerki (MBF),

3. sygnat NO mierzony w rdzeniu nerki, z sondy ISO-NOP 200.

Ponadto oznaczano

4. parametry wydalnicze nerki: diurez¢ minutowa (V), wydalanie sodu (Ux V)i

substancji osmotycznie czynnych (U ), oraz

5. $rednie ci$nienie krwi (MAP).



-MATERIAL I METODY- 56

3.2. Protokoly doswiadczen

3.2.1. Wplyw ostrej blokady NOS na Srednie ciSnienie krwi oraz parametry

hemodynamiczne i wydalnicze nerki

Ostra blokada NOS u zwierzat nie otrzymujacych uprzednio ABT

Przed do$wiadczeniem ostrym szczury utrzymywano na dietach o réznej zawartosci
sodu: na diecie standardowej (STD), niskosodowej (LS, przez 10 dni), wysokosodowe;j
(HS, 21 dni). Po chirurgicznym przygotowaniu i zalozeniu sond do pomiaru RBF, CBF, MBF
i NO szczury odbywaty okres stabilizacji 40-60 min., a nast¢pnie przeprowadzano

doswiadczenie ostre wg. nastgpujacego schematu:

Ryc. 6. Przebieg doswiadczenia ostrego. U -Ug: 30-minutowe okresy pomiarowe i zhiorki
moczu. Zaznaczono czas trwania infuzji 0,9% NaCl i infuzji L-NAME.

Po stabilizacji realizowano tacznie sze$¢ 30-minutowych okresoéw pomiarowych i

zbiorki moczu. W czasie 2 okresow kontrolnych szczury otrzymywaly infuzje 0,9% NaCl a w
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czasie kolejnych 4 okresow doswiadczalnych infuzj¢ nieselektywnego inhibitora syntezy
tlenku azotu - (L-NAME), w dawce 15 g/kg/min, z szybkoscia 3,1 ml/h. W opisany sposob
przebadano 3 grupy szczurow:

Grupa 1. STD (L-NAME), n=8

Grupa 1. LS (L-NAME), n=6

Grupa 1. HS (L-NAME), n=7

Ostra blokada NOS po wstepnym blokowaniu CYP-450
Przed doswiadczeniem ostrym szczury utrzymywano na dietach o roznej zawartosci

sodu: na diecie standardowej (STD), niskosodowej (LS, przez 10 dni), wysokosodowe;j
(HS, przez 21 dni,). W czasie 2 ostatnich dni diety (patrz Ryc.5), szczury otrzymywaty
dootrzewnowsa iniekcj¢ 1-aminobenzotriazolu (ABT, 50 mg/kg c.c.). Doswiadczenie
przebiegato wg. schematu opisanego poprzednio. W opisany sposob przebadano 3 grupy
SZCZUrow:

Grupa 2. STD+ABT(L-NAME), n=6

Grupa 2. LS+ABT(L-NAME), n=8

Grupa 2. HS+ABT(L-NAME), n=5

Uwaga: w nawiasach substancja podawana w ostrym doswiadczeniu.
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3.2.2.Wp yw ostrej blokady monooksygenacji zaleznej od CYP-450 na

Srednie ciSnienie krwi oraz parametry hemodynamiczne i wydalnicze nerki

Ostra blokada CYP-450 u zwierzat nie otrzymujacych uprzednio L-NAME

Przed doswiadczeniem ostrym szczury utrzymywano na dietach o réznej zawartosci
sodu: na diecie standardowej (STD), niskosodowej (LS, przez 10 dni), wysokosodowe]
(HS, 21 dni). Po chirurgicznym przygotowaniu i zalozeniu sond do pomiaru RBF, CBF, MBF
i NO szczury odbywaly okres stabilizacji 40-60 min., a nast¢gpnie przeprowadzano

doswiadczenie ostre wg. nastgpujacego schematu:

Ryc. 7. Przebieg doswiadczenia ostrego. U -Ug: 30-minutowe okresy pomiarowe i zbiorki
moczu. Zaznaczono czas trwania infuzji 0,9% NaCl i krotkiej infuzji ABT.

Po stabilizacji realizowano tacznie sze$¢ 30-minutowych okreséw pomiarowych i zbiodrki
moczu. W czasie 2 okreséw kontrolnych oraz po podaniu kroétkiej infuzji inhibitora
cytochromu P-450 - 1-aminobenzotriazolu, w catkowitej dawce 10 mg/kg c.c., szczury
otrzymywaly infuzje 0,9% NaCl z predkoscia 3,1 ml/h. W opisany sposob przebadano 3
grupy szczurow:

Grupa 3. STD (ABT), n=9

Grupa 3. LS (ABT), n=7

Grupa 3. HS (ABT), n=7
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Ostra blokada CYP-450 po wstepnym zablokowaniu NOS
Przed doswiadczeniem ostrym szczury utrzymywano na dietach o roznej zawartosci

sodu: na diecie standardowej (STD), niskosodowe;j (LS, przez 10 dni), wysokosodowej
(HS, przez 21 dni). W czasie 4 dni przed doswiadczeniem ostrym (patrz Ryc.4), szczury
otrzymywaly do picia ad libitum roztwor L-NAME (50 mg/1000 ml H,O dest).
Doswiadczenie przebiegalo wg. schematu opisanego w poprzednim podrozdziale. W opisany
sposob przebadano 3 grupy szczurow:

Grupa 4. STD+L-NAME (ABT), n=7

Grupa 4. LS+L-NAME (ABT), n=7

Grupa 4. HS+L-NAME (ABT), n=6

3.2.3.Grupy kontrolne

Rozpuszczalnikiem dla L-NAME i ABT byta sél izotoniczna (0,9% NaCl). W kazdym z
dos$wiadczen podawano ja w okresach kontrolnych (U i U,) (tzw. solvent, vehicle control).
Przeprowadzono jednak takze badania w szeregu grup kontroli czasowej (time control).
Doswiadczenia te przeprowadzano wg. schematu analogicznego, jak opisane powyzej dla
wilasciwych grup doswiadczalnych.

Stosowano infuzje 0,9% NaCl trwajace przez cale doswiadczenie - kontrola dla
podawanego w doswiadczeniach ostrych L-NAME, badz w formie krotkiej infuzji (6ml/h w
ciagu 10 min)jako kontrola dla ABT. W ten sposob przebadano 6 grup szczurow:

Grupa 5. STD (0,9% NaCl), n=6

Grupa 5. LS (0,9% NaCl), n=5

Grupa 5. HS (0,9% NaCl), n=6

Grupa 5. STD+L-NAME (0,9% NaCl), n=3

Grupa 5. LS+L-NAME (0,9% NacCl), n=4

Grupa 5. HS+ABT (0,9% NaCl), n=3
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W celu skontrolowania efektywnosci wstepnej blokady NOS oraz CYP-450,
dodatkowo przebadano dwie grupy szczuréw utrzymywanych na diecie standardowej. W
pierwszej z nich szczurom, u ktorych wstepnie blokowano NOS, w czasie doswiadczenia
ostrego podawano takze L-NAME w infuzji. W drugiej grupie, szczurom po wstepnej
blokadzie CYP-450, w czasie doswiadczenia ostrego podawano ABT w formie szybkiego
wlewu. Dawki i sposob podawania stosowanych srodkéw byly identycznejak w
doswiadczeniach wlasciwych opisanych powyzej (patrz podrozdziat 2.2.1.12.2.2). W ten
sposob przebadano 2 grupy szczurow:

Grupa 6. STD+L-NAME (L-NAME), n=3

Grupa 6. STD+ABT (ABT), n=4

L.acznie do badan wykorzystanol17 szczurow.

3.3. Metody analityczne i obliczenia

Mocz zbierano w wytarowanych probéwkach Eppendorfa. Obj¢tos¢ moczu
wyznaczano przez wazenie, przy zalozeniu, ze jego ci¢zar wilasciwy nie odbiega istotnie od
1g/ml. Na tej podstawie wyliczano diurez¢ minutowa (V) i wyrazano:ja w pl/min. W moczu
oznaczano takze globalne stezenie wszystkich substancji osmotycznie czynnych (osmolalnos¢
calkowita) oraz stezenie jonéw Na'.

Osmolalnos¢ catkowita moczu (Uosm) oznaczano w oparciu o pomiar obnizenia

punktu parowania (osmometr Typ Wescor, USA) i wyrazano w mOsm/kg . Stezenie

ionéw ~ oznaczano za pomoca fotometru ptomieniowego (Jenway model PFP

Anglia) i wyrazano w mmol/l. Znajac warto$¢ diurezy minutowej, osmolalnosci
catkowitej i stezenie;jonow sodu obliczano tempo wydalania substancji osmotycznie

czynnych (UysmV, osm/min) i sodu (
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3.3.1. Analiza statystyczna

W tekscie, tabelach i na rycinach zaznaczono btad standardowy sredniej (SEM) jako
miarg¢ rozrzutu danych.

Wartosci $rednie dla indywidualnych punktéw w czasie poréwnywano za pomoca
testu t-Studenta dla zmiennych zaleznych. Do poréwnan miedzy grupami stosowano
klasyczna odmiang ANOVA, a nastepnie zmodyfikowany test t-Studenta dla zmiennych

niezaleznych; nie stosowano wielokrotnych poréwnan.
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4.1. Wplyw diet o réznej zawartosci sodu na Srednie ciSnienie krwi oraz na

parametry hemodynamiczne i czynnos¢ wydalnicza nerki

Dane dotyczace wartosci sredniego ci$nienia krwi oraz parametrow
hemodynamicznych i wydalniczych nerek zwierzat utrzymywanych na diecie standardowe]
(STD), niskosodowej (LS) i wysokosodowej (HS) przedstawiono w Tabeli 1. Dane zebrano z
okresow kontrolnych doswiadczen ostrych (rézne serie eksperymentalne). Grupa STD
stanowi kontrole (poziom odniesienia) dla wartos$ci zarejestrowanych u zwierzat
utrzymywanych na diecie niskosodowej (LS) i wysokosodowej (HS).

Zestawienie zaleznosci Sredniego cisnienia krwi (MAP) i parametréw wydalniczych
nerki: diureza minutowa, nerkowe wydalanie sodu (Uy V) i substancji osmotycznie czynnych
( od diet o roznej zawartosci sodu przedstawiono na Ryc. 9, natomiast zestawienie
sredniego cisnienia krwi (MAP) i parametréw hemodynamicznych nerki: catkowity przeptyw

k-wi przez nerke (RBF), przeptyw krwi przez kor¢ (CBF) i rdzen (MBF) nerki, przedstawiono

na Ryc. 10.

Parametr | DietaSTD | n DietalS | n | Dieta HS n
MAP (mmHg) 107 +2 49 110+1 37| 126+2* | 37
RBF (ml/min) 6,703 | 49 | 7.1+05 |37 99+08* 21

CBF (PU) 1455+ 10 7 | 530+£21* |23 636+21* | 4l

MBF (PU) 133 +7 47 | 14010 |37 142+6 33

V ( /min) 37403 | 47 | 25+02* 31 85+09* | 37
|

(} osm/min) (4,3 +0,3 39 36+04 |18 82+0,8%* | 35

(mol/min) 0,124002 37 | 0,14£0,01 |21 205+03* 29

NO rdzen (pA) 1 7345+368 | 20 | 7635+469 | 17 | 8078 £313 | 19

Tabela 1. Srednie cisnienie krwi oraz parametry hemodynamiczne i wydalnicze nerki
u szczuréw na diecie standardowej (STD, 0,25% Na'), niskosodowej (LS, 0,15%) i
wysokosodowej (HS, 4,0%). Wartosci Srednie +SEM, * znamiennie rozne od wartosci
uzyskanych na diecie standardowej STD, przy p<0,05.

Oznaczenia: MAP - Srednie cisnienie krwi, RBF - catkowity przepbyw krwi przez
nerke, CBF — przeptyw krwi przez kore nerki, MBF - przeplyw krwi przez rdzen nerki, V -
diureza minutowa, UosmV - wydalanie substancji osmotycznie czynnych, UNaV -
wydalanie sodu, NO - sygnat NO mierzony w rdzeniu nerki.
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UosmV
Hosm/min

| -

Ryc. 9. Zestawienie zaleinosci sredniego cisnienia krwi (MAP) i parametrow wydalniczych
nerki: diurezy minutowej, nerkowego wydalania sodu ( ) i substancji osmotycznie
czynnych ( diet o rotnej zawartosci sodu.

Wartosci srednie +SEM, * znamiennie rozne od wartosci na diecie standardowej (STD).



- WYNIKI - 64

Ryc. 10. Zestawienie sredniego cisnienia krwi (MAP) i parametrow hemodynamicznych
nerki: catkowitego preeplywu krwi przez nerke (RBF), przeplywu krwi przez kore (CBF)
i rdzeri (MBF) nerki. Wartosci srednie +SEM, * znamiennie rozne od wartosci dla diety

standardowej (STD).
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A. Wplyw diety nisk sodowej

Parametry czynnosciowe u szczurOw utrzymywanych na diecie niskosodowej (LS)
byty w wigkszosci zblizone do rejestrowanych w grupie odniesienia (STD).

U zwierzat LS stwierdzono o 17% wyzszy przeptyw krwi przez kore nerki (CBF) oraz o 32%
nizsza diureze niz u zwierzat otrzymujacych pasze standardowa (Tab.1, Ryc. 9 i 10). Roznice
te byly znamienne statystycznie.

B. Wplyw diety wysokosodowej

Zwierzeta otrzymujace pasze o zwiekszonej zawartosci sodu (4% Na) mialy $rednio o
19 mmHg (18%) wyzsze cisnienie krwi w stosunku do zwierzat otrzymujacych pasze
standardowa (Tab. 1; p<0,001). Catkowity (RBF) oraz korowy (CBF) przeptyw krwi przez
nerke byty rowniez istotnie wyzsze niz na diecie standardowej. Roznica dla wartosci srednich
wynosita odpowiednio 2,8 ml/min (48%, p<0,003) dla RBF oraz 181 PU (40%, p<0,001) dla
CBF (Tab. 1; Ryc. 10).

Roznicom tym nie towarzyszylo wigksze ukrwienie w obrebie rdzenia nerki (MBF)
(patrz Tab. 1 i Ryc. 10).

Jeszcze wyrazniejsze roznice dotyczyly wydalania wody 1 sodu. Szczury utrzymywane
na diecie wysokosodowej mialy ponad dwukrotnie wyzsza diureze (p<0,001) i az
dwudziestokrotnie wyzsze wydalanie sodu (p<0,001) niz szczury otrzymujace pasz¢
standardowa. Wydalanie substancji osmotycznie czynnych (UysmV) bylo istotnie wyzsze

(0 3,9 posm/kgH,0, 88%) niz u zwierzat STD (p<0,001) (Tab. 1 1 Ryc. 9).



- WYNIKI - 66

Ryc. 11. Wartosci sygnalu NO mierzonego w rdzeniu nerki u szczurow utrgymywanych
na dietach o roznej zawartosci sodu.
Wartosci srednie +SEM; STD n=20, LS n=17, HS n=19.

U zwierzat otrzymujacych diet¢ wysokosodowa sygnat tlenku azotu mierzony w

rdzeniu nerki byt wyzszy o 733 pA niz w grupie kontrolnej, aczkolwiek roznica ta nie

osiagnela istotnosci statystycznej (Ryc. 11).

4.2. Wplyw chronicznego zablokowania syntaz tlenku azotu (NOS) na
$rednie ci$nienie krwi, parametry hemodynamiczne i czynno$¢

wydalnicza nerki

Dane dotyczace parametrow hemodynamicznych i wydalniczych nerek oraz Sredniego
cis$nienia krwi zebrano z okresow kontrolnych doswiadczen ostrych (serie eksperymentalne z
chronicznym blokowaniem syntaz NO). Dla potrzeb tego opisu ,,chronicznym” blokowaniem
NOS nazywam podawanie L-NAME przez 4 dni w okresie ,,wstgpnego przygotowania
zwierzat” (por. , Materiat i Metody™), dla jasnego odroznienia od blokowania ,,0strego” (W

,,ostrym” doswiadczeniu).
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Zgodnie z przewidywaniami zwierzgta otrzymujace doustnie przez 4 dni roztwor
L-NAME miaty podwyzszone ci$nienie krwi oraz obnizone parametry hemodynamiczne
nerek w porownaniu ze zwierzetami z odpowiednich grup kontrolnych, niezaleznie od
zastosowanej diety.

A. Chroniczne blokowanie NOS na tle diety standardowej

Dane dla zwierzat otrzymujacych pasze o standardowej zawartosci sodu u ktérych

chronicznie zablokowano synteze NO zostaly przedstawione w Tabeli 2. Grupe odniesienia

dla zwierzat otrzymujacych przewlekle L-NAME stanowily zwierzgta otrzymujace paszg

standardowa.

Parametr | STD STD+L-NAME |

MAP (mmHg) { 107 £2 (49) 129+2 * (28)

RBF (ml/min) | 6,9+0,3 (49) | 48+0,3* (28)

MBF (PU) 133+ 7 (47) 102+ 4 * (28)

V ( Vmin) 3,7+03 (47) 4,6 +0,02 (24)

UosmV ( osm/min) 43+0,3 (39 54+04* (22)
UnaV ( mol/min) 0,12+0,02 (37)] 0,19 +0,02 (22)

NO rdzen (pA) 7345 + 368 (20) 7190 + 414 (I12)

Tab. 2. Wplyw chronicznego zablokowania syntaz tlenku azotu (NOS) na srednie

cisnienie krwi oraz parametry hemodynamiczne i wydalnicze nerki u zwierzqt

utrzymywanych na paszy standardowe;j.

Wartosci Srednie+SEM, wartosci ,,n” podano w nawiasach, * znamiennie rézne od
wartosci kontrolnej (STD). Pozostate oznaczenia jak w Tab. 1.

U zwierzat. u ktérych w sposéb chroniczny zablokowano syntazy tlenku azotu (NOS)
ci$nienie krwi bylo srednio wyzsze o 22 mmHg (21%, p<0,05). Catkowity (RBF) oraz
rdzeniowy (MBF) przeptyw krwi przez nerke byty istotnie nizsze niz u zwierzat z grupy
kontrolnej. Réznica dla wartosci srednich wynosita odpowiednio 2,1 ml/min
(30,4%) dla RBF oraz 31 PU (23,3%) dla MBF (Ryc. 1211 Tab. 2).

Wydalanie substancji osmotycznie czynnych (UssmV) bylo istotnie wyzsze niz u

zwierzat STD (26%).
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B. Chroniczne blokowanie NOS na tle diety niskosodowej
Dane dla zwierzat otrzymujacych paszg niskosodowa u ktérych chronicznie
zablokowano syntazy NO zostaly przedstawione w Tabeli 3. Grupg odniesienia stanowily

zwierzegta otrzymujace pasze niskosodowa, bez L-NAME.

Parametr LS LS+L-NAME
MAP (mmHg) 110 +2 (37) 137+2 * (16)
RBF (ml/min) 7,1+0,5 (37) 44+0,3* (16)

CBF (PU) 531+21 (23) 550 + 44 (10)

MBF (PU) 140 £ 10 (37)| 87+7* (I16)

V ( /min) 2,5+02 (31) 2,5+04 (12)

UssmV (] oSm/min) 36+04 (18) 3,4+0,5 (12)
( mol/min) 0,15+0,01 (21)] 0,07 +0,03 (10)
NO rdzen (pA) 7635 + 469 (17)] 6990 + 164 (5)

Tab. 3. Wplyw chronicznego zablokowania NOS na cisnienie krwi oraz parametry
hemodynamiczne i wydalnicze nerki u zwierzqt otrgymujqcych pasze niskosodowq.
Wartosci srednie+ SEM, wartosci ,,n” podano w nawiasach, * znamiennie rozne od
wartosci kontrolnej LS. Pozostale oznaczenia jak w Tab. .

Zwierzeta otrzymujace diete niskosodowa i w ciagu 4 dni poprzedzajacych pomiar -
L-NAME mialy istotnie wyzsze MAP (o 27 mmHg, 25%), w poréwnaniu z grupa odniesienia
(LS).

Catkowity i rdzeniowy przeptyw krwi przez nerke u zwierzat otrzymujacych L-NAME
byl nizszy 0 2,7 ml/min (36%) dla RBF i 53 PU (38%) dla MBF. Wydalanie sodu bylo nizsze
0 53% u zwierzat otrzymujacych L-NAME - zmiana ta nie osiagneta jednak istotnosci
statystyczne;j.

U zwierzat otrzymujacych pasze niskosodowa rdzeniowy sygnat tlenku azotu byt
nizszy po chronicznym zablokowaniu syntaz NO, réznica ta wynosita 645 pA i nie osiagneta
istotnosci statystycznej. ROwniez inne parametry nie wykazywaly statystycznie istotnych

roznic zaleznych od L-NAME.
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C. Chroniczne blokowanie NOS na diecie wysokosodowej
Dane dla zwierzat otrzymujacych paszg wysokosodowa, u ktérych w sposob
chroniczny zablokowano NOS poréwnano z danymi uzyskanymi dla zwierzat otrzymujacych

jedynie ten sam rodzaj paszy (HS) i zestawiono w Tabeli 4.

Parametr HS HS+L-NAME
MAP (mmHg) 126 £2 (37) 154+ 6 * (16)
RBF (ml/min) 9.9+0,8 (2]) 3,3+0,2* (I6)

CBF (PU) 636 + 21 (41) 330 +31* (10)

MBF (PU) 142 £ 6 (33) 71+6* (I16)

V ( V/min) ‘ 8,5+0,9 (37) 22,1 +3,9* (12)

(} osm/min) 8,2+0,8 (35) 128+ 1,4 * (12)
(1 mol/min) 2,05+ 0,30 (29) 2,59+ 0,45 (10)
NO rdzen (pA) | 8078 £ 313 (19) 7025 + 520 (4)

Tab. 4. Wplyw chronicznego zablokowania NOS na cisnienie krwi oraz parametry
hemodynamiczne i wydalnicze nerki u szczurow utrzymywanych na paszy
wysokosodowe;j.

Wartosci srednie+ SEM, wartosci ,,n" podano w nawiasach, * znamiennie rézne od
wartosci kontrolnej (HS). Pozostate oznaczenia jak w Tab. .
Podobnie jak na diecie LS zwierzgta otrzymujace pasz¢ wysokosodowg i L-NAME
mialy ci$nienie krwi wyzsze o 28 mmHg (+22%, p<0,001) niz w grupie kontrolnej (HS).
Catkowity, korowy i rdzeniowy przeptyw krwi przez nerke u zwierzat otrzymujacych
L-NAME byt nizszy o 6,6 ml/min (-67%) dla RBF, o0 306 PU (-48%) dla CBF i 0 71 PU
(-50%) dla MBF.
Wptyw chronicznego blokowania syntezy NO na ci$nienie tetnicze, catkowity

przeptyw krwi przez nerke oraz ukrwienie rdzenia nerki u szczuréw na kazdej z 3 diet

(STD, LS, HS) przedstawiono na Ryc. 12.
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Ryc. 12. Wplyw chronicznego zablokowania syntaz tlenku azotu na srednie cisnienie
krwi (MAP), catkowity (RBF) oraz rdzeniowy przeplyw krwi przez nerke (MBF) u
Zwierzqt utrzymywanych na dietach o roinej zawartosci sodu.

Wartosci srednie+ SEM, * znamiennie rozne od odpowiedniej wartosci na diecie STD,

# znamiennie rozne od wartosci u szczurow nie otrzymujqcych L-NAME.. Stupki
zakreskowane pionowo oznaczajq grupy dietowe z zastosowaniem niespecyficznej blokady
NOS.
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Ryc. 13. Wartosci sygnatu NO mierzonego w rdzeniu nerki u szczuréw
utrzymywanych na dietach o réinej zawartosci sodu oraz z zablokowanymi
chronicznie syntazami NO. Wartosci srednie+ SEM.

Rdzeniowy sygnat tlenku azotu byl nizszy po chronicznym zablokowaniu syntaz NO u

zwierzat otrzymujacych pasze¢ wysokosodowa, roznica ta wynosita 1053 pA, nie osiagnela

jednak istotnosci (Ryc. 13).

4.3. Wplyw chronicznego zablokowania szlaku monooksygenacji
kwasu arachidonowego zaleznej od cytochromu P-450 na Srednie

ciSnienie krwi oraz parametry hemodynamiczne i wydalnicze nerki

Dane dotyczace sredniego cisnienia krwi, parametrow hemodynamicznych i
wydalniczych nerek uzyskano z okresow kontrolnych doswiadczen ostrych
przeprowadzanych w seriach eksperymentalnych z wykorzystaniem chronicznego
zablokowania szlaku monooksygenacji kwasu arachidonowego (AA) zaleznej od cytochromu

P-450.
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A. Chroniczne blokowanie CYP-450 na tle diety standardowej

Dane dla zwierzat na diecie standardowej oraz zwierzat na tej diecie u ktorych

,chronicznie” blokowano szlak CYP-450 zostaty zestawione w Tabeli 5.

Parametr Dieta STD Dieta STD + ABT
MAP mmHg 107 +£2 (49) 1053 (12)
RBF ml/min 6,9+0,3 (49) 6,4+0,2 (12)

MBF PU 133+7 (47) 171+ 16 (12)
V min 3,7+0,3 (47) 1,6+£0,2* (12)
44+0,3 (39) 1,3+0,2* (8)

NO rdzen pA 7345 + 343 (20) 9260 =704 * (5)
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Tab. 5. Wplyw chronicznego zablokowania CYP-450 na Srednie cisnienie krwi oraz na
parametry hemodynamiczne i wydalnicze nerki u zwierzqt utrzymywanych na diecie
standardowej. Kontrole stanowily zwierzeta otrzymujqce wylqcznie pasze STD.
Wartosci Srednie+ SEM, wartosci ,,n” podano w nawiasach, * znamiennie rézne od
wartosci kontrolnej STD. Pozostale oznaczenia jak w Tab.

U zwierzat na diecie STD chroniczne zablokowanie aktywnosci szlaku CYP-450 nie
zmienito srednich wartosci cisnienia tetniczego (MAP) oraz catkowitego przeptywu krwi
przez nerkg (RBF), w porownaniu do zwierzat z grupy kontrolnej (STD). Co bardzo ciekawe
rdzeniowy przeplyw krwi przez nerke byt wyraznie, choé¢ nieznamiennie wyzszy u zwierzat
STD+ABT, roznica ta wynosita 38 PU (28,6%), (Tab. 51 Ryc. 14).

Zwierzeta STD z chronicznie zablokowanym CYP-450 mialy istotnie nizsza diurezeg o
2,1 | I/min (57%) oraz wydalanie substancji osmotycznie czynnych o -3,1 osm min
(70,5%, p<0,001; Tab. 5 i Ryc. 16).

Rdzeniowy sygnat tlenku azotu byl wyzszy o 1913 pA, (p<0,05) u zwierzat STD z

chronicznie zablokowanym szlakiem CYP-450 w poréwnaniu do zwierzat otrzymujacych

tylko pasze standardowa.
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B. Chroniczne blokowanie CYP-450 na tle diety niskosodowej

Parametr Dieta LS Dieta LS + ABT
MAP mmHg 110+2 (37) 98 £2* (16)
RBF ml/min 7,1£0,5 (37) 6,7+04 (16)
MBF PU 140 £ 10 (37) 179 + 15 (16)
V| /min 2,5+0,2 (31) 2,0+02 (16)
0,15+ 0,01 (21) 0,08 + 0,02 (16) !
| NOrdzen pA 7635 +469 (17) 7742 £279 (7) |

Tab. 6. Wplyw chronicznego zablokowania CYP-450 na parametry hemodynamiczne
nerek u zwierzqt utrzymywanych na diecie niskosodowej. Kontrole stanowiq zwierzeta

otrzymujqce pasze LS.

Wartosci srednie+ SEM, * znamiennie rozne od wartosci kontrolnej LS. Pozostate

oznaczenia jak w Tab. 1.

U zwierzat utrzymywanych na diecie niskosodowej z chronicznie zablokowanym

szlakiem monooksygenacji kwasu arachidonowego obserwowano nizsza, srednio o

12 mmHg, wartos¢ MAP (10%, p<0,001; Ryc. 14 i Tab. 6). Co bardzo ciekawe przeptyw

krwi przez rdzen nerki byt wyzszy o +39 PU (28%), (Tab. 6) u zwierzat z chronicznie

wylaczong aktywnoscia enzymow szlaku CYP-450 w poréwnaniu do zwierzat z aktywnym

szlakiem. Niestety zmiana ta nie osiagngta znamiennosci.
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C. Chroniczne blokowanie CYP-450 na tle diety wysokosodowej

Parametr Dieta HS Dieta HS + ABT
MAP mmHg 126 +2 (37) 116 +3 * (18)
RBF ml/min 9,9+0,8 (21) 11,1 +0,8 (18)

MBF PU 142+ 6 (33) 176 + 18 (18)

V ul/min 8,5+0,9 (37) 5609 * (16)

8,2+0,8 (35) 57+1,7 (8
2,05+ 0,30 (29) 1,05+0,36 * (10)
NO rdzef pA 8078 313 (19) | 9260 + 704 (6)

Tab. 7. Wplyw chronicznego zablokowania CYP-450 na parametry hemodynamiczne
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nerek u zwierzqt utrzymywanych na diecie wysokosodowej. Kontrole stanowiq zwierzeta

otrzymujqce pasze HS
Wartosci srednie+ SEM, * znamiennie réozne od wartosci kontrolnej HS. Pozostale
oznaczenia jak w Tab. 1.
Wartos¢ MAP byta nizsza o 10 mmHg (-8%, p<0,002) u zwierzat HS z chronicznie
zablokowanym szlakiem CYP-450 w poréwnaniu do zwierzat otrzymujacych pasz¢ HS

(Tab. 7). Rdzeniowy przeplyw krwi przez nerke ulegl niezmaniennemu wzrostowi, ktéry

wynosit +34 PU (+24%).

Zarowno diureza jak i wydalanie sodu byly istotnie nizsze u zwierzat HS z chronicznie

zahamowang aktywnoscia szlaku CYP-450 w poréwnaniu do zwierzat otrzymujacych pasze

HS. Zmiany wynosity odpowiednio —2,9 } /min (-30%) dla diurezy i | mol/min (-49%) dla

wydalania sodu. Wydalanie substancji osmotycznie czynnych (UssmV) uleglo obnizeniu o

2,5 mol/kg

osiagnely znamiennosci statystycznej (Tab. 7).

Rdzeniowy sygnat NO ulegl nieznamiennemu wzrostowi u zwierzat z chronicznie

(-30,5%). Obserwowane zmiany w czynnosci wydalniczej nerki nie

zahamowanym szlakiem CYP-450, zmiana ta wynosifa 1173 pA (Tab. 7).
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Ryc. 16. Wplyw chronicznego zablokowania CYP-450 na srednie cisnienie krwi
(MAP), diurez¢ minutowq (V) oraz rdzeniowy sygnal NO u zwierzqt utrgymywanych na
dietach o roznej zawartosci sodu.

Wartosci srednie+ SEM, * znamiennie rozne od wartosci kontrolnej (STD). Stupki
zakreskowane ukosnie oznaczajq grupy dietowe z zastosowaniem niespecyficznej blokady
CYP-450.
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4.4. Wplyw ostrego zablokowania syntaz tlenku azotu na Srednie ciSnienie

krwi oraz parametry hemodynamiczne i wydalnicze nerki

W tym podrozdziale przedstawiono wyniki z doswiadczen ostrych. w ktérych
L-NAME. niespecyficzny bloker syntaz NO, podawano dozylnie zwierzgtom spozywajacym
pasze o roznej zawartosci sodu a takze poddanym badzZ nie, uprzedniemu chronicznemu

blokowaniu szlaku CYP-450 przy uzyciu ABT.

4.4.1. Wplyw L-NAME na tle diety standardowe;j

Infuzja dozyina rozpuszczalnika (0.9% NaCl) nie spowodowata istotnych zmian w
wartosciach badanych parametrow. jedvnie wyvdalanie substancji osmotycznie czynnych
istotnie wzrosto po 30-60 min.

Ostre zablokowanie NOS u zwierzat na diecie STD spowodowato wzrost MAP w
pierwszych 30 min od podania inhibitora. Zmiana ta byta podobna w obydwu grupach
zwierzat (16% 1 14% odpowiednio w grupie bez lub z ABT, p<0.0003) a wigc nie zalezata od
wczesniejszego zablokowania CYP-450 (Rye. 195).

Jak mozna bylo si¢ spodziewaé podanie L-NAME spowodowato obnizenie wartosci RBF
(p<0.02); zmiana ta byta podobna w obydwu grupach i wynosita 37% w grupie z aktvwnymi
enzymami szlaku CYP-450 oraz 35% w grupie otrzymujacej poprzednio ABT (Ryc. 15).
Podobne zmiany obserwowano w rdzeniowym przeptywie krwi przez nerke; spadek wartosci
MBF po podaniu L-NAME siggat w grupie bez ABT 36%, natomiast w grupie STD+ABT

wynosit 43% (p<0,01).
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Ryc. 15. Wplyw ostrego podania L-NAME na srednie ciSnienie krwi (MAP) oraz catkowity
(RBF) i rdzeniowy (MBF) przeplyw krwi przez nerke  szczurow STD poddanych (n=6)
bqd? nie (n=9), wstgpnemu zahamowaniu szlaku CYP-450. Wartosci srednie +SEM,

* znamiennie rozne od wartosci kontrolnej przy p<0.03. Strzatkq oznaczono moment
rozpoczecia infuzji L-NAME.
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Jak wida¢ na Ryc. 16 ostre zablokowanie NOS u zwierzat STD z aktywnym szlakiem
CYP-450 spowodowalo istotny wzrost wydalania wody w czasie 60-120 min od podania
inhibitora, przy czym maksymalny, 6 krotny wzrost obserwowano w 120 min
(p<0,001). U zwierzat po chronicznym zablokowaniu CYP-450 ostre podanie
L-NAME rowniez wywotalo istotny, cho¢ stabiej wyrazony wzrost diurezy (p<0,003). Po
ostrym podaniu L-NAME obserwowano réwniez wyrazny wzrost wydalania substanc;ji
osmotycznie czynnych; w grupie z aktywnym CYP-450 podanie L-NAME wywotato
dwukrotny wzrost UssmV (p<0,01); natomiast w grupie, w ktdrej uprzednio wytaczono
CYP-450 wzrost UymV po ostrym podaniu L-NAME byt nawet wigkszy, lecz z powodu
bardzo duzej zmiennosci osobniczej nie osiagnal znamiennosci statystycznej (Ryc.16).

W grupie STD z chronicznie zablokowanym CYP-450 z powod6w technicznych nie
oznaczano wydalania sodu. Ostre dozylne podanie L-NAME u zwierzat STD z aktywnym
CYP-450 spowodowalo  krotny wzrost wydalania sodu; maksymalna zmiana obserwowana

po 120 min od podania inhibitora wynosita 2,3 mol/min (p<0,004).
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——— STD(L-NAME) —e— STD+ABT(L-NAME) - -a - STD(0,9% NaCl)

Ryec. 16. Wplyw ostrego podania L-NAME lub jego rozpuszczalnika na diureze minutowq,
wydalanie substancji osmotycznie czynnych (U, V) i sodu (U\,V) u szczurow STD
poddanych (n—6) bqdz? nie (n=9), wstgpnemu hamowaniu CYP-450.

Fartosci Srednie + SEM, * znamiennie rdzne od wartosci kontroinej. U; — Ug: 30 minutowe
okresy zbiorki moczu, pozostale oznaczenia jak na Ryc. 15.
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Ostre podanie L-NAME obnizyto wartos$¢ sygnatu NO mierzonego w rdzeniu nerki
jedynie w grupie zwierzat z chronicznie zablokowanymi enzymami szlaku CYP-450

(Ryc.17). Maksymalng zmiang obserwowano w 60 minucie od podania inhibitora i wynosita

ona 1300 pA (p<0.,05).

Ryc. 17 Wplyw ostrego podania L-NAME na sygnat NO mierzonego w rdzeniu nerki u
szczurow na diecie STD poddanych (n=6) bqd? nie (n—9), wstepnemu hamowaniu CYP-450.
Wartosci srednie + SEM, * znamiennie rézne od wartosci kontrolnej.

4.2. Wplyw L-NAME na tle diety niskosodowej

Infuzja rozpuszczalnika nie spowodowata istotnych zmian w badanvch parametrach
(Ryc. 18 - 21). U zwierzat z aktywnym szlakiem CYP-450 obserwowano tendencj¢ do
wzrostu ci$nienia krwi po ostrym podaniu L-NAME, natomiast u zwierzat z chronicznie
wyvlaczonymi enzymami CYP-450 obserwowano znamienny, cho¢ przemijajacy. wzrost
ci$nienia krwi wynoszacy 14% (p<0.05; Ryc. 18). Jednoczesnie kontrolne cisnienie krwi bvio
istotnie nizsze {0 13%, p<0.,05) u zwierzat. u ktorych zastosowano chroniczna blokade

metabolitéw AA zaleznych od CYP-450.
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Ryc. 18. Wplyw ostrego podania L-NAME na srednie cisnienie krwi (MAP) u szczurow LS
poddanych (n=8) bqd? nie (n=6), wstgpnemu hamowaniu CYP-450.

Wartosci srednie +SEM, # znamienna roznica w wartosciach kontrolnych w grupach
poddanych bqdz nie wstgpnemu hamowaniu CYP-450, pozostate oznaczenia jak na Ryc. 15.

Ostre podanie L-NAME spowodowalo porownywalng odpowiedz spadkowa w
wartosci catkowitego przeptywu krwi przez nerke, niezaleznie czy enzymy szlaku
monooksygenacji byly aktywne czy tez nie. W przypadku grupy LS(L-NAME) maksymalny
spadek wynosit 3,7 ml/min (45%; p<0.002), natomiast w grupie LS+ABT(L-NAME) zmiana
ta wynosifa 3,3 ml/min (49%, p<0,01). Jednoczesnie warto odnotowac fakt, iz chroniczne
wyeliminowanie metabolitow CYP-450 spowodowato obnizenie wartosci kontrolnych RBF o
1,5 ml/min (18,3%, p<0,003). W grupie LS(L-NAME) z powodow technicznych nie
mierzono CBF, dlatego na Ryc. 19 (Srodkowy panel) pokazano jedynie dwie krzywe. U
zwierzat LS z chronicznie zablokowanym szlakiem CYP-450 CBF obnizyl si¢ maksymalnie
w czasie pierwszych 30 min od podania L-NAME; przy czym maksymalna zmiana wynosita
31% i utrzymywata si¢ do konca doswiadczenia ostrego (p<0,001).

W przypadku uk wienia rdzenia nerki ostre zablokowanie syntaz NO wywotato
porownywalne jego obnizenie, niezaleznie czy enzymy szlaku CYP-450 byly aktywne czy

nie; zmiany te wynosity odpowiednio dla LS(L-NAME) 42%, dla LS+ABT(L-NAME) 37%
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(p<0,01). Nalezy podkresli¢, ze u zwierzat utrzymywanych na diecie LS z chroniczne
zablokowanymi enzymami CYP-450 ukrwienie rdzenia nerki byto o 19% wyzsze niz u tych z

aktywnym szlakiem CYP-450, jednak roznica ta nie osiagneta istotnosci statystyczne;.

Wydalanie wody po podaniu L-NAME rosto w grupie z aktywnym szlakiem
CYP-450, jednak z powodu duzej zmiennosci miedzyosobniczej zmiany te nie osiagnety

znamiennosci (Ryc. 20).
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Ryc. 19. Wplyw ostrego podania L-NAME na catkowity (RBF), korowy (CBF) oraz
rdzeniowy (MBF) przeplyw krwi przez nerke u szczuréw LS poddanych (n=8) bqd{ nie
(n=6), wstepnemu hamowaniu CYP-450.

Wartosci srednie + SEM, pozostate oznaczenia jak na Ryc. 18.
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Ryc. 20. Wplyw ostrego podania L-NAME na wydalanie wody (diureza minutowa) i sodu
(UnaV) u szczurow LS poddanych (n=8) bqd? nie (n=6), wstepnemu hamowaniu CYP-450.
Wartosci srednie + SEM, * znamiennie rozne od wartosci kontrolnej, U, -Us: 30 minutowe
okresy zbiorki moczu; pozostale oznaczenia jak na Ryc. 135.

Jedynie w grupie szczuréw z chronicznie wylaczonym szlakiem CYP-450 ostre
podanie L-NAME istotnie zwigkszylo (4 krotnie) wydalanie sodu w czasie 120 min od
podania inhibitora (p<0,02). W grupie otrzymujacej pasz¢ niskosodowa i z aktywnym
szlakiem CYP-450 obserwowano tendencj¢ wzrostowa w wydalaniu sodu, jednak podobny
wzrost obserwowano takze w grupie otrzymujacej rozpuszczalnik L-NAME.

Ostre podanie L-NAME szczurom na diecie LS spowodowato oczekiwane

obnizenie wartosci sygnatu NO mierzonego w rdzeniu nerki, obserwowana zmiana byla
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podobna w obu grupach doswiadczalnych i wynosita okoto 630pA (p<0,03); u zwierzat z

wylaczonym szlakiem CYP-450 zmiana ta utrzymata si¢ az do konca obserwacji.

Ryc. 21. Wplyw ostrego podania L-NAME na sygnat NO mierzonego w rdzeniu nerki u
szezurow LS poddanych (n=8) bqds nie (n=6), wst¢pnej inhibicji szlaku CYP-450.
Wartosci srednie +SEM, * znamiennie rozne od wartosci kontrolnej, pozostate oznaczenia
Jjak na Ryc. 15.
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4.3. Wplyw L-NAME na tle diety wysokosodowej

Podanie rozpuszczalnika L-NAME nie spowodowalo istotnych zmian w wartosciach
badanych parametrow, jedynie catkowity przeplyw krwi przez nerk¢ (RBF) wykazywat
nieznamienne, postepujace obnizanie sig (,,dryft”), co nalezy do charakterystyki tych
doswiadczen. W okresach kontrolnych u zwierzat, u ktorych chronicznie wyeliminowano
aktywnos¢ enzymow CYP-450, ukrwienie rdzenia nerki (40%, p<0,01) oraz sita sygnatu NO
mierzonego w tym samym obszarze (34%, p<0,02) byly wyzsze niz u zwierzat z aktywnym
szlakiem CYP-450.

Jak mozna byto oczekiwa¢ ostre dozylne podanie L-NAME szczurom na diecie HS,
zarOwno u zwierzat z czynnym jak i zablokowanym CYP-450 spowodowato istotny wzrost
MAP. W pierwszych dwoch okresach od podania inhibitora zmiana byla w obu grupach

prawie jednakowa i wynosita odpowiednio: 31% i 33% (p<0,01; Ryc. 22).

Ryec. 22. Wplyw ostrego podania L-NAME na srednie cisnienie krwi (MAP) u szczurow HS
poddanych (n=6) bqd? nie (n=6), wstgpnemu hamowaniu CYP-450.

Wartosci srednie + SEM, * znamiennie rozne od wartosci kontrolnej, pozostate oznaczenia
jak na Ryc. 15.
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Ryc. 23. Wplyw ostrego podania L-NAME na catkowity (RBF), korowy (CBF) i rdzeniow)
(MBF) przeplyw krwi przez nerke u szczurow HS poddanych (n=6) bqd; nie (n=6),
wstegpnemu hamowaniuCYP-450.

Wartosci srednie +SEM, * znamiennie rozne od wartosci kontrolnej, pozostale oznaczenia
jak na Ryc. 18.



-WYNIKI- 88

Ostre podanie L-NAME istotnie obnizyto RBF w obydwu grupach doswiadczalnych. W
grupie HS z nieaktywnym CYP-450 zmiana wynosita 54% ( p<0.001). natomiast w grupie HS
z aktywnym CYP-450 zmiana wynosita 43% (p<0.01). Jak wida¢ na Ryc. 23 ostre podanie
L-NAME istotnie obnizyto wartos¢ CBF. U zwierzat z aktywnym szlakiem cytochromu
P-450 maksymalna zmiana wynosita 38% (p<0,008). natomiast w grupie zwierzat HS z
chronicznie zablokowanym szlakiem CYP-450 maksymalne obnizenie wartosci CBF
wynosito 32% (p<0.01). Ostre zablokowanie syntaz NO spowodowalo wyrazniejsze
obnizenie MBF u zwierzat pozbawionych w sposéb chroniczny pochodnych CYP-450.
Najwigksze obnizenie MBF obserwowano po 60 min od podania inhibitora i wynosito ono
36.5% (p<0.01) w grupie z aktvwnym CYP-450 i 45% (p<0.02) w grupie
HS+ABT(L-NAME).

Po ostrym zablokowaniu NOS w obu grupach doswiadczalnych odnotowano wzrost
wydalania wody. W grupie zwierzat z aktywnym CYP-450 byt to wzrost 4 krotny (p<0.01).
Zdecydowanie wczesniejszy 1 wyrazniejszy. bo wynoszacy az 45.6 raza byl wzrost V. w
grupie z chronicznie zablokowanym CYP-450 ( p<0.005).

Ostre podanie L-NAME u szczuréw na diecie HS z aktywnym szlakiem CYP-450
zwiekszylo wydalanie substancji osmotycznie czynnych; istotna zmiana (wzrost trzykrotny)
miata miejsce w 90 minucie. U zwierzat z grupy HS z chronicznie zablokowanym CYP-450
odpowiedZ na podanie inhibitora NOS byla wezesniejsza niz u zwierzat bez ABT:
maksymalny 6 krotny wzrost U,V (p<0.003) zanotowano 90 min od podania inhibitora.

Dozylna infuzja L-NAME spowodowala podobny wzrost wydalania sodu w obydwu
grupach doswiadczalnych, jednak u zwierzat z zablokowanym szlakiem CYP-450 z powodu
duzych réznic indywidualnych zmiana ta nie osiagneta znamiennosci. Natomiast u szczuréw z
aktvwnym CYP-450 pigciokrotny wzrost wydalania sodu nastapit wczesniej i byta to zmiana

istotna statystycznie (p<0,01).
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Ryc. 24. Wplyw ostrego podania L-NAME na diurez¢ minutowq (n=6), wydalanie
substancji osmotycznie czynnych (U,smV, n=3) i wydalanie sodu ( n=3) u szczurow HS
poddanych bqdf nie, wstgpnemu zahamowaniu CYP-450.

Wartosci srednie + SEM, * znamiennie rozne od wartosci kontrolnej,U,;-Us: 30 minutowe
okresy zbiorki moczu, pozostate oznaczenia jak na Ryc. 15.
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U szczuréw wysokosodowych obserwowano pewng statg tendencjg (,,dryft”) wzrostowg
sygnatu NO mierzonego w rdzeniu nerki, zarbwno w grupie kontrolnej;jak 1 w grupie z
aktywnym szlakiem CYP-450. W grupie z zablokowanym CYP-450 podanie inhibitora NOS,
zgodnie z oczekiwaniami, spowodowato postepujace obnizenie sity sygnatu NO w rdzeniu
nerki; najwigksza zmiang wynoszacg 966 pA (p<0,01) odnotowano w 120 minucie od

podania L-NAME (Ryc. 25).

Ryc. 25. Wplyw ostrego podania L-NAME na sygnat NO mierzonego w rdzeniu nerki u
szczurow HS poddanych (n=6) bqds nie (n=6), wstepnemu zahamowaniu CYP-450.
Wartosci srednie +SEM, * znamiennie rozne od wartosci kontrolnej, pozostate oznaczenia
Jjak na Ryc. 18.
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4.5. Wplyw ostrego zablokowania enzymdw szlaku CYP-450 na Srednie

ciSnienie krwi oraz parametry hemodynamiczne i wydalnicze nerki

W tym podrozdziale przedstawiono wyniki z doswiadczen, w ktdrych niespecyficzny
inhibitor szlaku CYP-4350 - 1-aminobenzotriazole (ABT) - podawano zwierzgtom
spozywajacym pasze o rdznej zawartosci sodu a takze poddanym badz nie. uprzedniemu

chronicznemu blokowaniu syntaz NO, przy pomocy L-NAME.

4.5.1. Wplyw ABT na tle diety standardowej

Podanie rozpuszczalnika (0.9% NaCl) nie spowodowato istotnych zmian w
wartosciach badanych parametréw.

U szczurow STD z aktywnymi syntazami NO po zablokowaniu szlaku CYP-450
obserwowano niewie kg tendencje wzrostowa w MAP (Ryc.26), natomiast w grupie z
chronicznie wylaczonvmi syntazami NO podanie ABT spowodowalo istotne 1 postgpujace
obnizenie ci$nienia tetniczego (o 11%; p<0,01). Warto rowniez zauwazy¢, ze u zwierzat
pozbawionych w sposob chroniczny aktywnosci syntaz NO, obserwowano w czasie okresow
kontrolnvch znamiennie wyvzsze wartosci MAP (15%, p<0,01), wydalania substancji
osmotycznie czynnych (40%, p<0,01) i wydalania sodu (czterokrotny wzrost. p<0.0002) oraz
nizszy catkowity przeptvw krwi przez nerke (24%, p<0.004).

Po ostrym zablokowaniu szlaku CYP-450 wystapity zblizone ilosciowo tendencje
spadkowe w RBF. zaré6wno u zwierzat z aktywnym jak i zablokowanym szlakiem NOS
(odpowiednio o 14% oraz 13%). W grupie kontrolnej, gdzie podawano jedynie infuzje
rozpuszczalnika. rowniez obserwowano podobne obnizenie (8%: Ryc. 26). Ostre
zablokowanie szlaku CYP-450 istotnie obnizyto MBF u zwierzat STD z aktywnymi
syntazami NO, zmiana ta byla maksymalna pod koniec obserwacji i wynosita 8.3% (p<0,04).

W grupie STD z chronicznie wylaczonymi syntazami NO obserwowano bardzo zblizona
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Ryec. 26. Wplyw ostrego podania ABT. na srednie cisnienie krwi (MAP), catkowity (RBF)
oraz rdzeniowy przeplyw krwi przez nerke (MBF) u szczurow STD poddanych (n=8) bqd?
nie (n=9), wstepnemu zahamowaniu NOS. Wartosci Srednie + SEM, # znamienna roznica w
wartosciach kontrolnych w grupach poddanych bqdz nie wstepnemu hamowaniu NOS *

znamiennie rozne od wartosci kontrolnej przy p<0.05. Strzatkq oznaczono moment podania
ABT.
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Rye. 27. Wplyw ostrego podania ABT na diureze minutowq, wydalanie substancji
osmotycznie czynnych (UosmV) i sodu (U ) u szczurow STD poddanych (n=7) bqd? nie
(n=8), wstepnemu zahamowaniu NOS.

Wartosci srednie + SEM, * znamiennie rozne od wartosci kontrolnej (p<0,05), U;-Us: 30
minutowe okresy zbiorki moczu. Pozostale oznaczenia jak na Ryc. 26.
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tendencje spadkowa po podaniu ABT. natomiast nie osiagneta ona poziomu znamiennosci
(Ryc 26).

Ostre zablokowanie szlaku CYP-450 nie spowodowalo istotnych zmian w wydalaniu
wody. Jedynie u zwierzat z chronicznie zablokowang synteza NO obserwowano nieznamienna
tendencje wzrostowa w diurezie (Ryc.27).

Po ostrym zablokowaniu szlaku monooksygenacji AA zaleznej od CYP-450 u
zwierzat z aktywnym szlakiem NOS. wvstapita jedynie nieznaczna tendencja do wzrostu
sygnatu VO. U zwierzat STD z chronicznie wylaczonymi syntazami NO podanie ABT
zwickszyvio sygnat NO w rdzeniu nerki o 783 pA {p<0.03) w czasie 60 min od podania

inhibitora.

Ryc. 28. Wplyw ostrego podania ABT na sygnat NO mierzony w rdzeniu nerki u szczurow
STD poddanych (n=35) bqd? nie (n=7), wstepnemu zahamowaniu aktywnosci syntaz NO.
Warrosci srednie + SEM. * znamiennie rozne od wartosci kontrolnej (p<0,03,. Pozostate
oznaczenia jak na Rye. 26.
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4.5.2. Wplyw ABT na tle diety niskosodowej

Ostre podanie rozpuszczalnika nie spowodowato istotnych zmian w wartosciach
badanych parametréw (Ryc. 29 - 31). Warto zauwazy¢, ze u zwierzat z chronicznie
zablokowanymi syntazami NO w czasie okreséw kontrolnych obserwowano znamiennie
wyzsze ci$nienie krwi (27%, p<0,01) oraz nizsze ukrwienie rdzenia nerki (29%, p<0,02).
Podanie ABT nie zmienilo istotnie MAP u zwierzat na diecie niskosodowej z aktywnym
szlakiem NO, natomiast w grupie z chronicznie zablokowanymi NOS obserwowano istotne
obnizenie cisnienia krwi. Maksymalny spadek MAP wynoszacy 10% (p<0,01) obserwowano
w 90 minucie od podania inhibitora enzyméw CYP-450 (Ryc. 29). Catkowity przeptyw krwi
przez nerk¢ wykazywat niewielkie tendencje spadkowe w czasie trwania do$wiadczenia
niezaleznie od stosowanych zabiegdw. Ostre zablokowanie enzyméw szlaku CYP-450 nie
spowodowato istotnych zmian w przeptywie przez rdzen nerki w zadnej z omawianych grup.
Jedynie w grupie z aktywnymi NOS obserwowano tendencj¢ wzrostowa w MBF, przy czym
najsilniej zaznaczyla si¢ ona w czasie 30 min od podania ABT (15%, Ryc. 29).

U zwierzat na diecie LS zaréwno z aktywnymi jak i zablokowanymi syntazami NO
ostre zablokowanie szlaku CYP-450 wyeliminowato tendencje wzrostowa w diurezie i
wydalaniu sodu obserwowang podczas infuzji samego rozpuszczalnika (Ryc. 30). Dozylne
podanie ABT zwigkszylo istotnie u zwierzat LS z aktywnym szlakiem NO;
maksymalng zmiang wynoszaca 80% (p<0,05) obserwowano w 30 min od podania inhibitora

(Ryc. 30).



Ryc. 29. Wplyw ostrego podania'ABT na srednie cisnienie krwi (MAP), catkowity (RBF)
oraz rdzeniowy (MBF) przeplyw krwi przez nerke u szczurow LS poddanych (n=8) bqd¢ nie
(n=7), wstepnemu zahamowaniu NOS.

Wartosci srednie +SEM, * znamiennie rozne od wartosci kontrolnej (p<0,05). Pozostate
oznaczenia jak na Ryc. 26.

96
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Ryc. 30. Wplyw ostrego podania ABT na diureze minutowq, wydalanie substancji
osmotycznie czynnych (i oraz sodu (U ') u szczurow LS poddanych (n=8) bqds nie
(n—6), wstepnemu zahamowaniu NOS.

Wartosci srednie + SEM, * znamiennie rozne od wartosci kontrolnej (p<0,05), U. Us: 30
minutowe okresy zbiorki moczu. Pozostafe oznaczenia jak.na Ryc. 26.
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Po ostrym zablokowaniu szlaku CYP-450 obserwowano tendencj¢ wzrostowg sygnatu
NO w rdzeniu nerki u szczurow LS z aktywnymi syntazami NO; maksymalng zmiang
(0 457pA, nieistotna) zanotowano w 90 minucie od podania ABT (Ryc. 31).
U szczurdéw z chronicznie wylaczonymi syntazami NO podanie ABT obnizyto sit¢ sygnatu

NO o 628pA to w czasie 120 min od podania inhibitora; zmiana ta byla nieznamienna.

Ryc. 31. Wplyw ostrego podania ABT na sygnat NO nuerzony w rdzeniu nerki u szczurow
LS poddanych (n=6) lub nie (n=5), wstgpnemu zahamowaniu NOS.
Wartosci srednie +SE. Pozostate oznaczenia jak na Ryc. 26.

4.5.3. Wplyw ABT na tle diety wysokosodowej

Wstrzyknigcie rozpuszczalnika nie spowodowato istotnych zmian w wartosciach
badanych parametrow. U zwierzat z chronicznie zablokowang aktywnoscig enzymow
CYP-450, w czasie okreséw kontrolnych doswiadczen ostrych obserwowano znamiennie
wyzsze ci$nienie krwi (14%, p<0,04) oraz wydalanie wody (98%, p<0,01). Natomiast
wartosci parametrow hemodynamicznych nerki byly nizsze u tych zwierzat, i tak dla: RBF
(75%, p<0,01), CBF (50%, p<0,01) oraz MBF (47%, p<0,01).

Ostre zablokowanie enzyméw szlaku CYP-450 istotnie obnizyto wartosci MAP

zarébwno u zwierzat z aktywnymi jak i z chronicznie wytaczonymi syntazami NO. Duzo
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Ryc. 32. Wplyw ostrego podania ABT na srednie cisnienie krwi (MAP), catkowity (RBF)
oraz rdzeniowy (MBF) przeplyw krwi przez nerke u szczuréw HS poddanych (n=6) bqd¢ nie
( =7), wstepnemu zahamowaniu NOS.

Wartosci srednie +SEM, * znamiennie rozne od wartosci kontrolnej (p<0,05). Pozostale

oznaczenia jak na Ryc. 26.
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wyrazniejsza odpowiedz na ostre podanie ABT obserwowano u tych ostatnich i zmiana ta
wynosita 22% (p<0,01), natomiast w grupie z aktywnym szlakiem .VO zmiana ta wynosita 8%
(p<0.03). Profil przebiegu zmian RBF w grupie HS(ABT) byt podobny do obserwowanego po
podaniu rozpuszczalnika (Ryc. 32). Po podaniu ABT obserwowano istotne obnizenie
ukrwienia rdzenia nerki jedynie u zwierzat z aktywnymi syntazami NOS; maksymalna zmiana
wynosita 16% (p<0,03).

Jednoczesnie warto zauwazy¢. ze u zwierzat HS z chroniczne wytaczonymi syntazami
NO wartosci MAP w okresach kontrolnych byly znamiennie wyzsze niz u zwierzat z
aktywnymi enzymami NOS; ro6znica ta wynosita 18 mmHg (14%. p<0.004). Réwnoczesnie
calkowity 1 rdzeniowy przeptyw knwi byt u tych zwierzat znamiennie nizszy; i tak. dla RBF
réznica ta wynosita 9 ml/min (73%. p<0.001) a dla MBF 66 PU (47%. p<0,001).

Ostre podanie inhibitora enzyméw szlaku CYP-450 obnizyto wydalanie wody w
obydwu grupach: maksymalne zmiany miaty miejsce odpowiednio w 90 minucie
(46%; p<0.05) dla grupy z aktywnymi syntazami VO i w 120 minucie (33%, zmiana
nieistotna) dla grupy z zablokowanymi NOS (Ryc.33). Zablokowanie aktywnosci enzymow
szlaku CYP-450 spowodowato bardzo zblizone obnizenie wydalania substancji osmotycznie
czynnych 1 sodu w obu badanych grupach; zmiany te nie osiagnely istotnosci statystyczne;j i

byty zblizone do zmian obserwowanych po podaniu rozpuszczalnika ABT (Ryc. 33).
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Ryc. 33. Wplyw ostrego podania ABT na wielkos¢ diurezy i wydalanie substancji
osmotycznie czynnych (UpsmV) i sodu (Un,V) u szczurow HS poddanych (n=6) bqd: nie
(n=7), wstepnemu zahamowaniu NOS.

Wartosci srednie +SEM, * znamiennie rozne od wartosci kontrolnej (p<0,05), U;-Us: 30
minutowe okresy zbiorki moczu. Pozostate oznaczenia jak na Ryc. 26.
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Po ostrym zablokowaniu aktywnosci szlaku CYP-450 u zwierzat z aktywnymi NOS
sygnat NO w rdzeniu nerki ulegt podwyzszeniu. Maksymalng zmian¢ wynoszaca 1034 pA
obserwowano w 120 minucie od podania inhibitora (p< 0,03; Ryc. 34). Nalezy jednak
zauwazy¢, ze pewng tendencj¢ wzrostowa obserwowano rowniez po podaniu rozpuszczalnika

ABT.

Ryc. 34. Wplyw ostrego podania ABT na sygnat NO. mierzony w rdzeniu nerki u szczurow
HS poddanych (n=4) bqd? nie (n=6) wst¢pnemu zahamowaniu NOS.

Wartosci srednie +SEM, * znamiennie rozne od wartosci kontrolnej (p<0,05). Pozostate
oznaczenia jak na Ryc. 26.
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4.6. Podsumowanie wynikow

Wplyw diety na wyjsciowe parametry hemodynamiczne i wydalnicze

Dane przedstawione w tej czgsci wynikow zebrano z okresow kontrolnych
doswiadczen ostrych (r6zne serie eksperymentalne).

Dane czynnos$ciowe u szczuroéw utrzymywanych na diecie niskosodowej byly w
wigkszosci zblizone do rejestrowanych w tzw. grupie odniesienia (STD). U LS stwierdzono
jedynie istotnie wyzszy przeptyw krwi przez kore nerki (531+17 vs. 455+4 PU) oraz istotnie
nizszg diurezg (2,5+0,2 vs. 3,8+0,3 pl/min) niz u zwierzat otrzymujacych diete standardowa.

Zwierzeta otrzymujace pasz¢ o zwigkszonej zawartosci sodu mialy istotnie wyzsze
cisnienie krwi (wzrost o 17 mmHg w stosunku do grupy STD), calkowity oraz korowy
przepltyw krwi przez nerke¢ niz zwierzgta utrzymywane na diecie standardowej. Wobec
zblizonej ilosciowo zmiany RBF i ukrwienia korowego (dla RBF i CBF wzrost rzedu 40%),
bardzo interesujacym znaleziskiem byt brak podobnych zmian w obrgbie rdzenia nerki.
Jeszcze wyrazniejszy wzrost dotyczyt wydalania sodu i wody. Szczury utrzymywane na
diecie wysokosodowej mialy ponad dwukrotnie wyzsza diurezg (8,5+0,9 vs 3,7+0,3 pl/min) i
az dwudziestokrotnie wyzsze wydalanie sodu (2,16+0,30 vs. 0,12+0,02 umol/min) niz
szczury otrzymujace pasz¢ standardowa.

Wydaje sig, ze u zdrowych szczuréw nerkowy przeplyw rdzeniowy, uznawany coraz
czesciej za istotny element kontrolujacy cisnienie krwi, jest niewrazliwy na zréznicowana
podaz sodu, przynajmniej w badanym zakresie podazy sodu (0,15 — 4% Na).

Ogromna dysproporcja pomigedzy wzrostem V i zwigkszone usuwanie

sodu u HS odbywato si¢ poprzez wybiorcze hamowanie jego reabsorpc;ji.
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Wplyw chronicznego zablokowania NOS

Zgodnie z przewidywaniem zwierzeta otrzymujace roztwor L-NAME mialy
podwyzszone cisnienie krwi niezaleznie od rodzaju zastosowane;j diety.

Mimo podobnej odpowiedzi ze strony krazenia ogélnego, hemodynamiczna
odpowiedz nerki byla odmienna w zaleznosci od podazy sodu. RBF i MBF byt istotnie
obnizony u wszystkich szczuréw otrzymujacych L-NAME, przy czym zmiany te, szczeg6lnie
dla RBF, byly najgl¢bsze u szczuréw spozywajacych diete wysokosodowa (ARBF
odpowiednio dla STD=2,2, dla LS=3,5 oraz dla HS=6,5 ml/min). Odmiennie zachowal si¢
przeptyw krwi przez kore, ktéry byl istotnie nizszy po L-NAME u HS (330425 vs. 636123
PU), natomiast nie zmienit si¢ u LS.

Mniejsze obnizenie wartosci RBF i MBF obserwowane na diecie niskosodowej po
chronicznym zablokowaniu NO, pozwala przypuszczaé, ze NO w warunkach obnizone;j
podazy sodu pelni marginalng rol¢ w utrzymywaniu hemodynamiki nerek, przynajmniej w
obrebie rdzenia. Ponadto wydaje si¢, ze obserwowany wzrost CBF u LS nie zalezal od
zwigkszonej aktywnosci NOS, skoro ich zablokowanie nie wptyne¢lo na poziom ukrwienia tej
strety nerki. U szczuréw LS zmiany wydalania byly niewielkie i co znamienne skierowane w
przeciwnym kierunku (raczej obnizenie i ) niz u szczurow HS czy STD. Mozna
spekulowaé, ze wylaczenie NOS sprzyja efektywniejszemu zatrzymywaniu Na' u zwierzat na
diecie niskosodowe;.

Diureza i wydalanie substancji osmotycznie czynnych u szczuréw wysokosodowych
byly jeszcze wyzsze (podwyzszone uprzednio w zwiazku z wysokim spozyciem sodu) po
zablokowaniu NOS, niz u szczuréw nie poddanych chronicznej blokadzie (odpowiednio V:
22,1+3,9 vs. 8,5+0,9 ul/min; Ugsy, V: 12,8+1,4 vs. 8,24+0,8 posm/min). Sygnat tlenku azotu w
rdzeniu byl nizszy jedynie u szczurow HS otrzymujacych L-NAME (6520 vs.7915 pA), cho¢

obnizenie to nie osiagnelo istotnosci statystyczne;.
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Otrzymane wyniki sugeruja, ze za podwyzszone ukrwienie nerki, obserwowane przy
wigkszym spozyciu sodu, w duzym stopniu odpowiada NO. Jego rola w kontroli ukrwienia
nerki wydaje si¢ by¢ szczegdlnie wazna w sytuacji zwigkszonej, jak mozna si¢ spodziewac,
retencji sodu i wody w nastgpstwie wysokiej podazy sodu.

Wplyw tlenku azotu na procesy transportu w nerce jest wyraznie odmienny w
zaleznosci od podazy sodu. Wydaje sig, ze tlenek azotu sprzyja zatrzymywaniu wody u
szczurow utrzymywanych na diecie wysokosodowej, co mogtoby dodatkowo sprzyjaé
rozwojowi nadcis$nienia, natomiast przeciwdziala retencji sodu na diecie niskosodowej, co

réwniez wydaje si¢ dziataniem niekorzystnym.

Wplyw chronicznego zablokowania CYP-450

Zaréwno u szczurow LS jak i HS stwierdzono nizsze ci$nienie krwi po chronicznym
zablokowaniu CYP-450 (odpowiednio: u LS: 9842 vs. 110+2 mmHg a u HS: 11643 vs.
128+2). Jednoczesnie nie bylo istotnych zmian ukrwienia nerki na zadnej z zastosowanych
diet. Jedynie w obrebie rdzenia nerki odnotowano prawie identyczng ilosciowo, nieznamienng
tendencj¢ do wzrostu ukrwienia u szczuréw otrzymujacych ABT (STD: wzrost 0 29% HS: o
29% 1 LS: 0 24%).

Wyrazniejsze zmiany po zablokowaniu CYP-450 dotyczyly czynnosci wydalniczej
nerki, cho¢ i w tym przypadku nie wszystkie osiagngly znamiennos¢ statystyczna.
Zanotowano istotne obnizenie diurezy (5,6+0,9 vs. 8,5+1,0 ul/min) i wydalania sodu
(1,05+0,27 vs. 2,06+0,27 umol/min) u HS oraz diurezy (1,6+0,2 vs. 3,8+0,3 pul/min) w tzw.
grupie odniesienia (STD). Podobne tendencje do obnizenia wydalania po ABT obserwowano
w pozostalych grupach doswiadczalnych.

Szczury utrzymywane na diecie standardowej, u ktérych zablokowano CYP-450 miaty

istotnie wyzszy sygnat NO w rdzeniu (9260 vs. 7370 pA, p<0.05), podobnie jak szczury
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wysokosodowe (9070 vs. 7900 pA), przy czym w tej ostatniej grupie zmiana nie osiagneta

istotnosci statystyczne;j.

Wplyw ostrego zablokowania NOS

Ostre podanie inhibitora NOS spowodowalo wzrost MAP oraz obnizenie
hemodynamiki nerek.

W przypadku zwierzat z grupy otrzymujacej pasz¢ STD wczesniejsze wyeliminowanie
aktywnosci CYP-450 nie spowodowato réznic w odpowiedzi na ostre podanie L-NAME,
zar6wno ze strony cisnienia;jak i hemodynamiki narzadu. Rowniez zmiany w funkcji
wydalniczej nerek po ostrym podaniu L-NAME nie byly w sposéb istotny modyfikowane
przez uprzednie wylaczenie enzyméw CYP-450; ostre podanie L-NAME podwyzszyto
diurezg¢ 1 wydalanie substancji osmotycznie czynnych. Co godne odnotowania ostre
zablokowanie NOS wywolalo obnizenie rdzeniowego sygnatu NO:jedynie u zwierzat u
ktérych chronicznie wylaczono enzymy CYP-450 (STD+ABT i.p.); zmiana wynosita
1300 pA.

Warty odnotowania jest fakt, ze u zwierzat utrzymywanych na diecie niskosodowe;j
wzrost MAP na ostre podanie L-NAME byt mniej wyrazny i przejsciowy. Ostre podanie
L-NAME spowodowato poréwnywalny spadek RBF, niezaleznie czy enzymy CYP-450 byly
aktywne czy nie. Podobnie zachowalo si¢ krazenie rdzeniowe; zmiany MBF wynosity
odpowiednio dla LS (L-NAME) = 42%, dla LS+ABT(L-NAME) = 37%. Ostre podanie
L-NAME istotnie (4 krotnie) zwigkszyto wydalanie sodu:jedynie w grupie szczurow
LS+ABT(L-NAME).

W przypadku ostrego zablokowania aktywnosci NOS u zwierzat HS obserwowano
zblizong wzrostowg odpowiedz ze strony MAP (31-33%). Ostre zablokowanie NOS

spowodowato wyrazniejsze obnizenie RBF i MBF u zwierzat HS z zablokowanym
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chronicznie szlakiem CYP-450. Najwigksze obnizenie MBF obserwowano po 60 min od
podania inhibitora i wynosito ono 37% dla grupy z aktywnym CYP-450 i 45% dla grupy z
wylaczonymi enzymami CYP-450. Wzrost wydalania wody, sodu i substancji osmotycznie
czynnych byl znacznie silniejszy po ostrym zablokowaniu NOS u zwierzat z zablokowanym

uprzednio szlakiem CYP-450.

Wplyw ostrego zablokowania CYP-450

Na diecie standardowej ostre podanie inhibitora szlaku monooksygenacji powodowato
istotne obnizenie MAP jedynie u zwierzat STD z zahamowanymi uprzednio syntazami NOS.
RBF i MBF po podaniu inhibitora obnizaty si¢ podobnie niezaleznie czy enzymy NOS byly
aktywne czy nie. Ostre zablokowanie CYP-450 nie spowodowalo istotnych zmian w
wydalaniu wody, jedynie u zwierzat z zablokowanymi syntazami NOS obserwowano
nieznaczny wzrost wydalania wody.

Ostre podanie ABT zwierz¢tom utrzymywanym na diecie niskosodowej (LS)
spowodowato istotne obnizenie (10%) cisnienia krwi jedynie u zwierzat pozbawionych w
sposob chroniczny syntaz NO, nie spowodowalo natomiast istotnych zmian w hemodynamice
nerek. Dozylne podanie ABT istotnie zwigkszyto (o 80%) wydalanie substancji osmotycznie
czynnych u zwierzat z aktywnym szlakiem NO.

Ostre podanie ABT zwierzgtom utrzymywanym na diecie HS spowodowatlo istotne
obnizenie MAP zar6wno u zwierzat z aktywnymi (o 8%)jak i wylaczonymi (o 22%)
syntazami NO.

Obserwowano takze obnizenie wydalania wody, sodu i substancji osmotycznie

czynnych w obu grupach eksperymentalnych.
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S. DYSKUSJA

5.1. Uwagi metodyczne

Wzajemnie zazg¢biajace i nakladajace si¢ procedury doswiadczalne o duzym stopniu
ztozonosci oraz fakt, ze eksperymenty z zastosowaniem réznych diet i chronicznym
blokowaniem szlakéw metabolicznych na tle tych diet byty wykonywane w naszej Pracowni
po raz pierwszy spowodowaly, ze przyj¢te protokoly badawcze moga wydawac si¢

niekonsekwentne a niektore procedury, sadzac ex post, nie byly optymalne.
5.1.1. Dobor dlugosci diety

Roznica w czasie trwania diet: niskosodowa 10 dni vs. wysokosodowa 21 dni,
wynikata z braku homogennej odpowiedzi w obrebie grupy wysokosodowej po 10 dniowym
stosowaniu diety. W grupie zwierzat utrzymywanych na diecie LS obserwowano wczesna
stabilno$¢ badanych parametrow i dtuzsze niz 10 dniowe stosowanie diety nie powodowato
poglebienia obserwowanych zmian. Natomiast u zwierzat utrzymywanych na diecie HS przez
10 dni (wstepne doswiadczenia pilotazowe) otrzymywane wyniki nie byly tak homogenne.
Ponadto obserwowano u nich bardzo wysoka $miertelnos¢ bezposrednio po podaniu narkozy
lub wczesnie w trakcie doswiadczenia ostrego, szczegdlnie u szczuréw, ktérym podawano
chronicznie L-NAME. Wydluzenie czasu trwania diety oraz obnizenie dawki anestetyku
(Thiopentalu, z 0,1 mg/kg na 0,066 mg/kg) poprawito przezywalnos¢ zwierzat z tej grupy
oraz spowodowato ujednolicenie otrzymywanych wynikow.

5.1.2. Dobor dawki i drogi podawania stosowanych przewlekle inhibitorow

Nie od razu zorientowano sie, ze u zwierzat na diecie wysokosodowej tak znacznie
wzrasta przyjmowanie wody (polidypsja). Poniewaz zwierzgta te otrzymywaly L-NAME w
wodzie do picia (50 mg/100 ml ), przyjmowana przez nie dawka tego zwiazku byta nawet

trzykrotnie wyzsza od dawki przyjmowanej przez zwierzgta na diecie standardowej (STD).
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Dla oceny w jakim stopniu przyjmowanie wigkszej dawki L-NAME wptyng¢to na
parametry hemodynamiczne nerki, przeprowadzono dodatkowo 4 doswiadczenia podajac
zwierzgtom HS 1/3 standardowo stosowanej chronicznie dawki L-NAME. Po poréwnaniu
wynikow uzyskanych w obu grupach (1/3 vs. pelna dawka), stwierdzono wystapienie
istotnych réznic dotyczacych cisnienia krwi, MBF i RBF (Ryc. 35).

W swoich doswiadczeniach Arnal i wsp. (1992) oraz Ribeiro i wsp. (1992) takze
wykazali zalezno$¢ ci$nienia krwi zardéwno od dawki jak i czasu ekspozycji na L-NAME. Ex
post mozna sadzi¢, ze znacznie lepszym, cho¢ bardziej klopotliwym sposobem bytoby
podawanie inhibitora w postaci dootrzewnowej iniekcji, podobnie jak robiono to w przypadku
ABT. Jednak w wigkszosci publikacji opisujacych chroniczne podawanie
L-NAME stosowano taki sam sposdb doustnego podawania inhibitora (Arnal i wsp., 1992;
Ribeiro i wsp., 1992; Ortiz i wsp., 2001; Wang i wsp., 2001). Z drugiej strony, nalezy
podkresli¢, ze (we whasciwych grupach doswiadczalnych) skutecznosé podawanego inhibitora
w podwyzszaniu ci$nienia krwi byla bardzo zblizona na kazdej ze stosowanych diet (rozdziat
»Wyniki’). Sugeruje to, ze wewnatrzustrojowy ,,0brét” inhibitora byl wyzszy u zwierzat
wysokosodowych, chociazby ze wzgledu na duzo wyzsze wydalanie nerkowe stwierdzane u
tych zwierzat.

W celu sprawdzenia skutecznosci stosowanych metod chronicznego blokowania
aktywnosci badanych szlakow (NOS i CYP-450), przeprowadzono szereg doswiadczen
(odpowiednio, n=5 i n=6), w ktdérych dokonywano tzw. podwojnego blokowania, czyli na
przyklad u zwierzat z zablokowanym w sposob chroniczny szlakiem CYP-450 w
doswiadczeniu ostrym rowniez blokowano aktywno$é szlaku CYP-450 (zastosowane dawki i
metody podawania byty identyczne ze stosowanymi w gléwnych grupach doswiadczalnych).
Po powtdrnym podaniu tego samego inhibitora, zarowno L-NAME jak i ABT

(w doswiadczeniu ostrym, na tle podawanego chronicznie),
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Ryc. 3S. Porownanie wplywu roinych dawek L-NAME (podawanych chronicznie) na
srednie cisnienie krwi (MAP), catkowity (RBF) oraz rdzeniowy (MBF) przeplyw krwi
przez nerke, u szczurow utrzymywanych na diecie wysoskodowej. Wartosci srednie +
SEM * znamiennie rozne od. diety HS, # znamiennie rozne od petnej dawki L-NAME.
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nie obserwowatam istotnych zmian w wigkszosci obserwowanych parametrow.

W przypadku powtornego podania L-NAME wystapil niewielki lecz znamienny
statystycznie wzrost ci$nienia krwi (+1,6%) oraz dwukrotny wzrost diurezy. Dla poroéwnania,
po ostrej blokadzie NOS bez wczesniejszego, chronicznego podawania L-NAME, wzrost
MAP siggat 16%, natomiast diureza wzrosta 43-krotnie. Mozna wiec powiedzieé, ze
powtdrna blokada wywoluje zmiany na tyle niewielkie, iz mozna skutecznos¢ metod
blokowania aktywnosci badanych szlakow, ktore zastosowano w badaniach chronicznych,
uznaé za bardzo wysoka.

W przypadku powtérnego podania ABT, inhibitora enzymoéw zaleznych od
CYP-450, nie odnotowano zadnego wptywu na badane parametry, co sugerowato

maksymalng blokad¢ po podawaniu chronicznym.

5.2. S6d w diecie oraz aktywnosé szlakow NOS i CYP-450 — czynniki

modyfikujace MAP i parametry czynnosci nerek

Celem podjetych przeze mnie badan byta ocena wptywu réznej podazy sodu w diecie
na cis$nienie krwi oraz parametry hemodynamiczne i wydalnicze nerek u zdrowych szczuréw,
nie posiadajacych zadnych predyspozycji genetycznych w kierunku nadcisnienia. Blizej
precyzujac, gldéwnym zadaniem podjetym w prezentowanych badaniach bylo ustalenie roli
NO 1 zaleznych od cytochromu P-450 metabolitéw kwasu arachidonowego w kontroli
cis$nienia krwi i czynnosci nerek, w aspekcie ich wzajemnych relacji a takze znaczenia w
modyfikacji ich dzialania przez r6zng podaz sodu w diecie. Z bardzo wielu wynikow i
obserwacji w ,,Dyskusji” ogranicze si¢ do omdOwienia najbardziej — moim zdaniem —
kluczowych, o rzeczywistym fizjologicznym znaczeniu.

Podawanie paszy o obnizonej zawartosci sodu (LS, 0,15% Na w/w) nie wywotato
istotnych zmian w wartosciach wigkszosci parametréw hemodynamicznych i wydalniczych

nerki w poréwnaniu do wartosci otrzymanych w tzw. grupie odniesienia (STD, szczury
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karmione pasza standardowa o zawartosci sodu 0,25%). Obserwowano jedynie zwigkszone
ukrwienie kory nerki (CBF) oraz obnizenie diurezy minutowej. ile obnizenie wydalania
wody w warunkach obnizonej podazy sodu nie wydaje si¢ zaskakujace, to wzrost uk wienia
kory nerki jest obserwacja dos¢ ciekawa, szczegdlnie wobec braku wzrostu catkowitego
przeplywu krwi przez nerkg.

Mattson i Cowley (2003) w badaniach polegajacych na przewlektej infuzji roztworow
soli o roznej zawartosci sodu (0,4-4%), takze obserwowali wzrost korowego przeptywu krwi
przy podawaniu plynu o nizszym stg¢zeniu sodu; jednoczesnie zaden z roztwordéw nie zmieniat
ukrwienia rdzenia nerki, zar6wno zewngtrznego jak i wewnetrznego.

Za istotne zwigkszenie ukrwienia kory moga by¢ odpowiedzialne prostaglandyny,
syntetyzowane przez enzym COX-2, ktorego ekspresja w komorkach plamki ggstej kanalika
dystalnego wzrasta w warunkach niskiej podazy sodu (Schricker i Kurtz, 1996; Harris i wsp.,
1994). Wzrost st¢zenia naczyniorozszerzajacej PGE prowadzi by¢ moze do rozszerzenia
wrazliwych nan dystalnych odcinkow tetniczek migdzyptacikowych oraz tgtniczek
doprowadzajacych kigbuszkéw (van Rodijnen, 2007). Dodatkowym mechanizmem
odpowiedzialnym za obserwowany wzrost ukrwienia kory nerki moze by¢ zahamowanie
kanalikowo-klebuszkowego sprz¢zenia zwrotnego (TGF), ktérego aktywacja prowadzi do
zwezenia tetniczek doprowadzajacych kiebuszkow. Moglby takze odgrywac tu role
naczyniorozszerzajacy NO, ktorego synteza w tym samym obszarze wzrasta na diecie
niskosodowe;j. Jednak otrzymane przeze mnie wyniki przemawiajg przeciwko temu
ostatniemu mechanizmowi, gdyz chroniczne zablokowanie syntaz NO u zwierzat
utrzymywanych przez 10 dni na diecie niskosodowej (LS) nie spowodowato obnizenia
ukrwienia kory nerki.

U szczuréw otrzymujacych pasze podwyzszonej lub wysokiej zawartosci sodu
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(4% Na w/w) obserwowano podwyzszenie warto$ci prawie wszystkich mierzonych
parametréw hemodynamicznych i wydalniczych nerki oraz $redniego cisnienia krwi, co nie
jest wynikiem zaskakujacym. U podloza obserwowanego wzrostu cisnienia krwi bedacego
przynajmniej w czgsci ,,sitg napedowa” dla wzrostu wydalania a takze ukrwienia nerkowego

moze leze¢ caty szereg czynnikow.

5.2.1. Czynniki ksztaltujgce ci$nienie krwi na diecie wysokosodowej

Jak wiadomo cis$nienie krwi pozostaje pod kontrola wielu czynniko6w neuronalnych,
endokrynnych i parakrynnych; aktywnos¢ wielu z nich jest modyfikowana przez dostawe
sodu (Blaustein, 2005). Zwigkszona podaz sodu przektada si¢ na podwyzszenie st¢zenia sodu
w plynie pozakomoérkowym i osoczu krwi i wptywa na funkcjonowanie uktadu sercowo-
naczyniowego. Friedman i wsp. (1990) stwierdzili, ze nawet niewielki wzrost poziomu sodu
w osoczu wywotuje proporcjonalny wzrost cisnienia krwi. Bullpitt i wsp. (1981) w badaniach
populacyjnych prowadzonych na Londynczykach stwierdzili, ze wyzszemu st¢zeniu sodu w
osoczu odpowiadaly wyzsze warto$ci skurczowego cisnienia krwi; natomiast w podobnych
badaniach Feng i wsp. (2004) stwierdzili, ze obnizenie st¢zenia sodu w osoczu krwi
powodowalo znamienne obnizenie tego parametru.

Wiadomo, ze zwigkszona podaz sodu powoduje wzrost objgtosci plynow
pozakomérkowych (ang. Extracellular Fluid Compartment, ECF), w konsekwencji
zwiekszone wypelnienie fozysk naczyniowych oraz naczyniokurczaca reakcj¢ miogenng
miesni gladkich naczyn krwiono$nych w odpowiedzi na rozciaganie ich $cian. Wedlug de
Wardenera i wsp. (2004), juz niewielkie wzrosty st¢zenia sodu w osoczu krwi moga
bezposrednio wplywaé na cisnienie krwi i zmiany te nast¢puja niezaleznie od wspomnianego
wzrostu objetosci ptynu pozakomorkowego. Taka obserwacja moze takze sugerowac bardziej

bezposredni zwigzek pomigdzy iloscig sodu w organizmie a strukturg i hydromechanika
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naczyn. Zalezna od sodu przebudowa $cian naczyn moze doprowadzaé do ich sztywnosci a w
konsekwencji do wzrostu ci$nienia krwi. Opisano wyst¢gpowanie wielu zmian strukturalnych
w scianach obwodowych naczyn oporowych u pacjentéw z nadcisnieniem, jednak mechanizm
procesu przebudowy wciaz pozostaje nieznany. Jako podstawe tych zmian sugeruje si¢ stres
scian naczyn (ang. vascular wal stress), zmiang ich srodowiska neurohormonalnego lub
zmiany w biatkach macierzy zewnatrzkomorkowej (Aalkjaer i wsp. 1987, Agabiti i wsp.,
1995, Rizzoni i wsp. 1996). Wciaz trwa dyskusja, czy zmiany te sa przyczyna, czy
nastepstwem podwyzszonego ci$nienia krwi.

Takze Gu i1 wsp. (1998) stwierdzili, ze dootrzewnowe podawanie szczurom roztworow
o réznym stezeniu sodu, powodowato proporcjonalne do tego stgzenia zmiany wartosci
ci$nienia krwi. Ponadto prowadzone przez nich badania na hodowlach tkankowych
wskazywaly, ze niewielkie zmiany st¢zenia sodu w medium wywolywaly zmiany strukturalne
zarowno w komdrkach migs$ni gladkich naczyn, jak i w miocytach serca. Wiadomo takze, ze
wzrost stezenia sodu w ptynie pozakomoérkowym moze prowadzi¢ do wzrostu aktywnosci
wspoiczulnej uktadu autonomicznego (Brooks i wsp., 2005), ktéry wykazuje toniczny
kurczacy wplyw na naczynia krwionosne. W rezultacie moze to skutkowaé wzrostem
ci$nienia tgtniczego krwi, nawet bez uprzedniego wzrostu wolemii.

Z cala pewnoscia wiadomo, ze zwigkszona podaz sodu powoduje wzrost cisnienia
krwi u osobnikdéw sodowrazliwych, powodujac u nich rozwéj sodozaleznej formy
nadcisnienia. Przypuszcza sig, ze zwigkszone przyjmowanie soli prowadzi do retencji sodu,
co skutkuje wzrostem jego poziomu w osoczu krwi i ptynie mézgowo-rdzeniowym.
Doprowadza to w konsekwencji do pobudzenia wspdlczulnego uktadu nerwowego poprzez
pobudzenie osmoreceptorow (Brooks i wsp., 2005). Wzrost osmolalnosci ptynéw
ustrojowych lub stezenia sodu powoduje odwodnienie tkanek i deformacj¢ blony komérkowej

neurondéw osmowrazliwych, co powoduje wzrost wydzielania wazopresyny (VP). W obrgbie
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ukltadu wazopresynergicznego mozna wyroznié sktadowa odpowiedzialna za wzrost cisnienia
tetniczego, tachykardig i aktywacje nerwow wspétczulnych unerwiajacych nerki.

Wazopresyna uwalniana do krwiobiegu powoduje wzrost ci$nienia t¢tniczego krwi.
Dzialanie pro-hipertensyjne VP spowodowane jest skurczem miesni gladkich naczyn i
wzrostem catkowitego oporu obwodowego oraz wzrostem resorpcji wody w kanalikach
nerkowych i wzrostem obje¢tosci krwi. Badania elektrofizjologiczne wskazuja, ze w wyniku
aktywacji neuronow wazopresynergicznych jadra przykomorowego dochodzi do wzrostu
aktywnosci neuronow przedzwojowych uktadu wspotczulnego. Tak wigc mozna sig
spodziewac, ze w sytuacji diety wysokosodowej dochodzi nie tylko do zwigkszonej
aktywnosci nerwoéw nerkowych ale do wzmozonej aktywnosci w obrebie catego uktadu
wspoéiczulnego.

Pewnym ograniczeniem moich badan byl brak oznaczen st¢zenia sodu w osoczu;
mierzylam jedynie nerkowe wydalanie tego jonu ( ). U zwierzat otrzymujacych pasze
wysokosodowa obserwowatam znamienne, 20-krotnie wieksze wydalanie sodu z moczem niz
u zwierzat utrzymywanych na diecie standardowej. W badaniach prowadzonych aktualnie w
naszej Pracowni dokonujemy pomiaru osmolalnosci osocza (Posm) w kolejnych dniach diety
wysokosodowej. Na podstawie wstgpnych wynikoéw stwierdzono, ze Posm w 12 dniu diety
wynosita 334+10 mosm/kg H,O (wzrost o 35 mosm/kg ; p<0,04) natomiast w 21 dniu
331+5 mosm/kgH,0 (wzrost o 32 mosm/kg ; p<0,01).Tak wiec po 21 dniach diety HS,
czyli po czasie ekspozycji identycznej jak w moich badaniach, obserwowana zmiana byta
znaczaca, co posrednio wskazuje na wzrost poziomu sodu w osoczu, ktory, wraz z
towarzyszacymi anionami, stanowi ok. 95% osmolalnosci.

Opisany wzrost osmolalnosci osocza na diecie wysokosodowej pozwala przypuszczac,
ze w tej sytuacji dochodzi do zwiekszonego uwalniania wazopresyny i wzrostu aktywnosci

wspolczulnej. W przegladowym artykule Brooks i wsp. (2005) przytoczono dane méwiace o
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tym, ze juz niewielkie, czgsto niewykrywalne zmiany osmolalnosci osocza mogg powodowaé
istotne pobudzenie uktadu wspolczulnego. Ponadto obserwowany wzrost Posm prowadzi do
specyficznego zwigkszenia wrazliwosci (gain) w obrgbie opisanej zaleznosci osmolalnosci i
aktywnosci wspotczulne;.

W moich doswiadczeniach nie mierzytam tez aktywnosci uktadu wspotczulnego. W
innych badaniach prowadzonych w naszej Pracowni dokonywano pomiaru czestosci
skurczow serca (HR) - co czgsto uznaje si¢ za miarg aktywnosci uktadu wspotczulnego,
jednak nie wykazano istotnych réznic w wartosciach HR pomig¢dzy szczurami
utrzymywanymi na diecie STD a HS, chociaz obserwowano pewng tendencj¢ wzrostowa u
tych ostatnich.

Tlenek azotu co najmniej w dwojaki sposob moze wplywac na cisnienie krwi u
zwierzat otrzymujacych diet¢ wysokosodowa. NO jest substancja silnie naczyniorozszerzajaca
a takze, w zgodzie z do$¢ powszechnym pogladem, wywiera zaréwno pre- jak i post-
synaptyczne hamujace dzialanie na aktywno$¢ neuronalng (Nishida i wsp., 2001). Wiadomo,
ze u szczuréw utrzymywanych na diecie wysokosodowe;j ,,biologiczne zuzycie” tlenku azotu
w nerce jest zwigkszone (co m.in. minimalizuje stres oksydacyjny zwigzany z intensywnym
transportem kanalikowym). Zmniejszona w konsekwencji ilos¢ biodostgpnego NO, mimo
wzrostu jego syntezy, moze odpowiadac za wyzsza wartos¢ MAP u tych zwierzat.

Obserwowany wzrost cisnienia krwi u HS moze by¢ z jednej strony wynikiem
niedoboru naczyniorozszerzajacego NO, z drugiej strony moze odzwierciedla¢ zwigkszong
aktywnos¢ wspotczulng. Wiadomo, ze uwalnianie tlenku azotu ze srodbtonka naczyniowego
wykazuje wysokg dodatnig korelacj¢ z aktywnoscia wspdtczulna, co potwierdzono u ludzi
mierzac stezenie azotandw w osoczu krwi. Zwiekszone uwalnianie NO przeciwstawia si¢

niejako naczyniokurczacemu, prohipertensyjnemu dziataniu uktadu wspétczulnego
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(Mc Keogh i wsp., 2004). W moich badaniach zablokowanie syntaz tlenku azotu w kazdym
wlasciwie przypadku podwyzszalo cisnienie krwi, niezaleznie od sposobu podawania
inhibitora (blokada ostra vs. przewlekta) oraz rodzaju zastosowanej diety.

Powstaje takze pytanie, czy obserwowany wzrost MAP nie wynika, przynajmniej w
czgscei, takze ze wzrostu aktywnosci pochodnych AA powstajacych w szlaku CYP-450. W
moich badaniach zwierzg¢ta otrzymujace diet¢ wysokosodowa odpowiedziaty obnizeniem
wartosci ci$nienia krwi zaréwno na ostre jak 1 na chroniczne wyeliminowanie enzymow
CYP-450, co potwierdza pewien podstawowy udzial naczyniokurczacego 20-HETE w
kontrolowaniu MAP. Jak wiadomo, pochodne AA powstajace w szlaku monooksygenacji
zaleznej od CYP-450 odgrywaja wazna rolg w dtugoterminowej kontroli cisnienia krwi
(Roman, 2002). W wielu opisanych zwierzgcych modelach choroby nadcisnieniowe;j
stwierdzono zaburzone powstawanie 20-HETE; np. u szczuréw Dahl Salt-sensitive
stwierdzono obnizong syntez¢ 20-HETE z jednoczesng niezdolnoscig tych zwierzat do
zwigkszenia syntezy EETs. Natomiast u szczurow SHR (rozwijajacych nadcisnienie w sposob
spontaniczny) obserwuje si¢ zwigkszong syntez¢ 20-HETE w czasie do 10-tego tygodnia
zycia, czyli w okresie, w ktorym zwierzeta te rozwijaja nadcisnienie, przy czym w ustalonej
fazie choroby nie obserwuje si¢ juz réznic w jego syntezie pomigdzy szczurami SHR a ich
normotensyjng kontrolg Wistar Kyoto (WKY). Nie ulega watpliwosci, ze podwyzszona
synteza 20-HETE moze prowadzi¢ do rozwoju nadcisnienia poprzez naczyniokurczacy
wplyw tego zwiazku. Ta zroznicowana aktywno$¢ enzymow szlaku monooksygenacji
CYP-450 obserwowana u zwierzat w roznych modelach nadcisnienia i wciaz
niesprecyzowana ich rola w powstawaniu nadcisnienia t¢tniczego, sklonita mnie do podjecia
badan na zwierzetach bez genetycznych predyspozycji do tej choroby.

Mechanizm odpowiedzialny za obserwowane przeze mnie obnizenie cisnienia krwi po

chronicznym podaniu ABT moze by¢ ztozony. Po pierwsze, obnizenie MAP mogto zaleze¢
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od wyeliminowania syntezy naczyniokurczacych substancji powstajacych w szlaku CYP-450
metabolizmu kwasu arachidonowego, szczegdlnie 20-HETE. Ponadto zablokowanie
aktywnosci enzymow CYP-450 eliminuje (,,uwalnia”) czasteczk¢ NO ze wspomnianego
wspoétzawodnictwa o hem, przez co zwigksza si¢ ilo$¢ biodostgpnego tlenku azotu. Hipoteza
taka znajduje potwierdzenie w obserwowanym wzroscie sygnatu NO w rdzeniu nerki (o okoto
1200 pA). Warto tez zauwazy¢, ze obnizeniu MAP po ABT towarzyszyt znaczny (choé¢
nieznamienny) wzrost MBF; znana jest ujemna korelacja migdzy MBF i MAP oraz rola
wielkosci ukrwienia rdzenia nerki w ksztaltowaniu ci$nienia krwi.

Wzrost MAP u zwierzat utrzymywanych na diecie wysokosodowej (HS) potwierdza
teorie¢ Guytona wg. ktorej do usuniecia wigkszej ilosci sodu potrzebne jest wyzsze ci$nienie
krwi. Wzrost ci$nienia tgtniczego, niezaleznie od lezacych u jego podtoza mechanizmow,
wywoluje wzmozone usuwanie wody i sodu przez nerki, czyli tzw. zjawisko diurezy i
natriurezy z nadci$nienia (,,pressure diuresis” oraz ,,pressure natriuresis”), doprowadzajac do
przywrdcenia kontrolnych wartosci cisnienia krwi. Jednak w przypadku dlugotrwalego np.

(3 tygodniowego) zwiekszenia spozycia sodu nie dziwi utrzymywanie si¢ wyzszego cisnienie
krwi, mimo uruchomienia calego szeregu mechanizméw dazacych do przywrocenia
prawidtowych jego wartosci.

Otrzymane wyniki potwierdzaja znaczenie zwigkszonego spozycia sodu jako
istotnego czynnika ryzyka w rozwoju nadcisnienia oraz udzialu obu badanych szlakéw

metabolicznych (NOS i CYP-450) w dlugoterminowej kontroli ciSnienia t¢tniczego.
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5.2.2. Ukrwienie rdzenia nerki a podaz sodu — uderzajgcy brak

zaleznosci. Wstepne wnioski z blokowania NOS i CYP-450

U szczurow utrzymywanych na diecie wysokosodowej zaskakujacy jest brak zmian
ukrwienia rdzenia nerki, przy jednoczesnym podwyzszeniu wartosci wszystkich mierzonych
parametrow hemodynamicznych i wydalniczych. Podawanie szczurom paszy niskosodow;
takze nie wywolalo zmian w ukrwieniu rdzenia nerki, co sugeruje, ze nerkowy przeplyw
rdzeniowy, uznawany coraz cz¢sciej za istotny element kontrolujacy cisnienie krwi, jest
niewrazliwy na r6zng podaz sodu w diecie, przynajmniej w ciagu 2-3 tygodniowej obserwacji
i w zakresie zawartosci Na” w pokarmie réwnym 0,15-4% w/w. Wedlug szkoly Cowley’a i
wielu innych badaczy rdzen nerki jest bardzo wazna struktura odpowiedzialng za
dlugoterminowa kontrolg ci$nienia krwi, a obnizenie jego ukrwienia juz o 15-30% moze
prowadzi¢ do rozwoju nadcis$nienia. Mattson i Cowley (2003) w badaniach z zastosowaniem
przewlektych infuzji roztworow soli o réznym stezeniu sodu (0,4-4%), otrzymali podobne do
moich wyniki; infuzja roztworéw o niskiej zawartosci sodu wywotywata wzrost korowego
przeptywu krwi a jednoczesnie zaden z roztwordw nie zmienial ukrwienia rdzenia nerki,
zarOwno zewngtrznego jak 1 wewngtrznego.

W pracy Grossa i wsp. (1998) zaproponowano kilka mozliwych mechanizméw, ktore
potencjalnie powinny prowadzi¢ do zmian w ukrwieniu rdzenia nerki przy zmiennej podazy
sodu. Wiadomo, ze dzialanie wielu czynnikéw endokrynnych, parakrynnych i neuronalnych
modyfikujacych stopien ukrwienia rdzenia nerki ulega zmianie przy wysokiej podazy sodu.

Wzrost MBF przy wysokiej podazy sodu mogtby zaleze¢ od zahamowania aktywnosci
uktadu RAA i obnizenia poziomu krazacej Ang II. Obserwowany brak wzrostu ukrwienia
tego obszaru z powodu obnizenia si¢ poziomu Ang IT moze jednak ttumaczy¢ obserwacja
Mattsona (1991) i Badzynskiej i wsp. (2002), ktorzy wykazali, ze rdzen nerki nie reaguje

obnizeniem ukrwienia na Ang II. Z badan Carretero i wsp. (1991) wynika, ze rdzen nerki jest
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wrazliwy na naczyniorozszerzajace dziatanie bradykininy, ktorej nerkowa synteza jest
pobudzana przez diet¢ wysokosodowa, co teoretycznie, mogloby takze doprowadzi¢ do
wzrostu ukrwienia rdzenia nerki w warunkach podwyzszonej podazy sodu.

We wcezesnych badaniach mikropunkcyjnych Horster i Thurau (1968), stwierdzili, ze u
szczurow utrzymywanych na diecie wysokosodowej kigbuszki przyrdzeniowe filtruja jedynie
11% calej objgtosci przesaczu nerkowego (dla poréwnania na diecie niskosodowej udziat ten
siggal 41%). W czasach kiedy nie dysponowano wiarygodna metoda pomiaru rozdziatu
ukrwienia wewnatrz nerki, zaktadano, ze wyzsza filtracja w kigbuszkach przyrdzeniowych na
diecie wysokosodowej oznacza takze wyzsze ukrwienie rdzenia (a wigc nie tylko brak
wzrostu — jak w naszych badaniach — ale nawet jego obnizenie).

Badania prowadzone juz od 10 lat, gldéwnie przez grupg¢ Mattsona, dokumentuja, ze
wysoka podaz sodu powoduje selektywny wzrost syntezy naczyniorozszerzajacego NO w
rdzeniu nerki (Cowley i Mattson, 2003, Mattson i Higgins, 1996). Wyniki moich badan
potwierdzily znaczacy udzial NO w kontroli przeptywu rdzeniowego (MBF). Chroniczne
zablokowanie syntaz NO znamiennie obnizato ukrwienie rdzenia nerki - w stopniu zaleznym
od rodzaju podawanej paszy, mimo, ze takie zroznicowanie nie dotyczylo podwyzszenia
ci$nienia krwi.

Nalezy podkresli¢, ze zastosowany w prezentowanych badaniach sposéb chronicznego
blokowania syntaz NO utrudnia jednoznaczng interpretacj¢ uzyskanych wynikéw. Z jednej
strony mozna podejrzewac, ze u zwierzat na diecie wysokosodowej pijacych trzykrotnie
wiecej roztworu L-NAME o takim samym (podstawowym) st¢zeniu jak zwierzg¢ta STD i1 LS
stopien hamowania NOS byt znacznie wigkszy niz u szczuréw na diecie standardowe;j i
niskosodowej. Z drugiej strony, mozna uznac¢, ze gdyby zastosowano trzykrotnie bardziej
rozcieficzony roztwor inhibitora, ilo$¢ aktywnie dziatajacego zwiazku bylaby relatywnie

mniejsza niz w pozostalych grupach dietowych, wzigwszy pod uwage zdecydowanie szybszy
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,»obrot” 1 nerkowe usuwanie leku przez zwierzeta utrzymywane na diecie wysokosodowe;.
Dodatkowym argumentem przemawiajacym za porownywalnym zahamowaniem NOS we
wszystkich grupach dietowych przy zastosowaniu roztworu o jednakowym stezeniu
L-NAME, niezaleznie od ilosci wyptjanych pltynow, jest uzyskanie takiego samego efektu na
cisnienie krwi (wzrost 0 22% u STD, 0 25% u LS 1 22% u HS). Mozna wigc sadzié, ze
efektywnos¢ przyjetej w trzech grupach dawki byla zblizona.

Biorac pod uwagg wyniki uzyskane w obydwu grupach HS (z podstawowa i 1/3
podstawowej dawki L-NAME) mozna uznaé, ze dieta wysokosodowa wzmaga produkcje
tlenku azotu i staje si¢ on najwazniejsza substancja naczyniorozszerzajaca odpowiedzialng za
utrzymanie prawidtowej hemodynamiki. Brak wzrostu MAP (125 vs. 126 mmHg) i obnizenia
catkowitego (7,5 vs. 9,7 ml/min) czy rdzeniowego (139 vs. 143 PU) przeptywu krwi po
zastosowaniu 1/3 dawki L-NAME moze swiadczy¢, ze zmniejszona ilosé¢ L-NAME jest zbyt
niska (biorac pod uwagg ,,obrot” leku) badz tez, ze ilo$¢ powstajacego u zwierzat
wysokosodowych NO jest tak duza, iz zastosowane hamowanie jest u tych zwierzat
niewystarczajace do wywolania dajacego si¢ zmierzy¢ efektu fizjologicznego. Z drugiej
strony zdecydowanie wigksze obnizenie ukrwienia rdzenia nerki po chronicznym wytaczeniu
NOS (przy zastosowaniu peinej dawki L-NAME) u zwierzat utrzymywanych na diecie HS w
stosunku do zwierzat utrzymywanych na diecie STD (Ryc. 35), moze §wiadczy¢ albo o
zwiekszonym efekcie zaleznym od dawki (dose response), albo moze sugerowaé wigksza
aktywnos¢ syntaz NO w rdzeniu nerki a takze wskazywa¢ na dominujacg role NO w
dtugoterminowej kontroli ukrwienia tego obszaru w warunkach zwigkszonej podazy sodu
(glebsze uposledzenie ukrwienia po wyeliminowaniu naczyniorozkurczajacego NO). Wyniki
uzyskane w obu grupach wzmacniaja wiec interpretacj¢ o znaczacym udziale NO w kontroli

hemodynamiki nerek, szczegolnie na diecie wysokosodowe;j.
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Nalezy podkreslié, ze ta spodziewana, duza ilos¢ NO u szczuréw HS nie przekladata
si¢ na wyzsze ukrwienie rdzenia nerki w warunkach podstawowych. Wydaje si¢
prawdopodobne, ze wzrastajaca ilos¢ NO moze by¢ zuzywana w innych procesach
metabolicznych potggowanych przez wysokie spozycie sodu (np. bardzo energochtonny
proces transportu Na*, z pewnoscia dostarczajacy duzej ilosci wolnych rodnikéw, do
»wymiatania” ktorych potrzebny jest NO) i pozostata ilo$¢ biodostepnego tlenku azotu jest juz
niewystarczajaca aby doprowadzi¢ do wzrostu ukrwienia rdzenia nerki.

Wobec obserwowanego braku zmian MBF w warunkach réznej podazy sodu, bardzo
ciekawe wydaje si¢ przeanalizowanie zmian w sygnale tlenku azotu mierzonym w tym
regionie nerki. Wyniki tego pomiaru mogg tylko w posredni sposob informowac o
ogolnoustrojowym wplywie stosowanych diet lub blokowania NOS, natomiast moga dosé
dobrze opisywa¢ zmiany zachodzace w interesujacym nas obszarze nerki.

U zwierzat utrzymywanych na diecie wysokosodowej sygnat tlenku azotu byt tylko
nieznamiennie wyzszy niz u zwierzat na diecie standardowej. Obserwowana w moich
badaniach ,,nadwyzka” sygnatu NO (na diecie HS w stosunku do diety STD) wynoszaca
733 pA, wydaje si¢ dos¢ duza, wzigwszy pod uwage, ze Srednia zmiana po wylaczeniu
wszystkich syntaz NO po podaniu L-NAME w dawce uznawanej za maksymalng wynosita
560 pA. Dla porownania zakresu zmian w drugim kierunku, w badaniach prowadzonych w
naszej Pracowni statystycznie istotny wzrost sygnatu NO wynoszacy 500 pA, byl osiagany po
podaniu w doswiadczeniach ostrych do t¢tnicy nerkowej donora NO — SNAP (Badzynska i
wsp., 2004). Obserwowany w moich doswiadczeniach wigkszy sygnal NO u zwierzat HS nie
przelozyl si¢ jednak na wigksze ukrwienie rdzenia nerki. U zwierzat poddanych
chronicznemu blokowaniu aktywnosci NOS, sygnat NO byl nizszy niz u zwierzat bez

blokady. Roznica ta wynosita az 1053 pA, nie byla jednak statystycznie znamienna.
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Nalezy jednak podkresli¢, ze stosowana przeze mnie metoda pomiaru pozwala na dos¢
wiarygodna ocen¢ zmian biodostgpnego tlenku azotu w trakcie ciaglego eksperymentu
prowadzonego u tego samego zwierzecia, natomiast w przypadku poréwnan migedzy grupami
nalezy liczy¢ si¢ z trudnosciami w interpretacji uzyskanych wynikow (szczegélnie ze wzgledu
na brak uznanego sposobu kalibracji tej metody in vivo). Wspominane juz wyzej trudnosci
techniczne, takie jak koniecznos¢ czgstych zmian elementu pomiarowego (selektywnej sondy
weglowej), wynikajaca z jej duzej delikatnosci i kruchosci oraz do$¢ duzy udziat komponenty
statej (ok. 6500 pA) w poziomie mierzonego sygnatu NO w tkance, zmuszaja do zachowania
ogromnej ostroznosci przy porownywaniu danych uzyskanych w réznych grupach
doswiadczalnych.

Mimo tych zastrzezen metodycznych przytoczone dane sugeruja, ze przy wysokiej
podazy sodu aktywnosé syntaz NO jest podwyzszona w rdzeniu nerki (a prawdopodobnie
réwniez w calym organizmie), co jednak nie prowadzi do wzrostu ukrwienia rdzenia
réwnolegle do wzrostu cisnienia krwi i ukrwienia catego narzadu.

Innymi substancjami parakrynnymi mogacymi zwigksza¢ ukrwienie rdzenia na diecie
wysokosodowej sa pochodne kwasu arachidonowego powstajace w szlaku monoksygenacji
zaleznej od cytochromu P-450. Nalezy przypomnie¢, ze pochodne AA powstajace w tym
szlaku to substancje dziatajace w sposob przeciwstawny na napigcie naczyn; EETs maja
dzialanie naczyniorozszerzajace, natomiast 20-HETE naczyniokurczace. Zastosowanie w
prezentowanych badaniach ABT czyli nieselektywnego blokera obydwu podszlakow,
pozwala jedynie sugerowa¢ przewazajacy udziat pewnych metabolitow sposrod szerszej puli
zwiazkéw mogacych odgrywaé role w konkretnej sytuacji do§wiadczalne;j.

Wiadomo, ze kwasy epoksyeikozatrienowe (EETs) sg zaangazowane w regulacje
ukrwienia rdzenia nerki oraz, ze dieta wysokosodowa zwigksza ich poziom w tym obszarze

(Roman, 2002; Fleming, 2001). Otrzymane przeze mnie wyniki nie popieraja tego ostatniego
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wniosku; po chronicznym zablokowaniu enzyméw CYP-450 podobne wzrosty ukrwienia
rdzenia nerki obserwowano w kazdej grupie (STD, LS, HS), co moze $wiadczy¢ o wigkszej
syntezie naczyniokurczacych (gléwnie 20-HETE) niz naczyniorozszerzajacych (EETs),
pochodnych AA a ponadto, ze podstawowy poziom tych pierwszych nie zalezy od stosowane;j
diety. By¢ moze ta dos¢ duza podstawowa aktywnos$¢ monooksygenazy produkujacej
20-HETE jest odpowiedzialna za brak wzrostu ukrwienia rdzenia nerki po zastosowaniu diety
HS. Nalezy podkresli¢, ze w celu lepszego wyjasnienia udzialu pochodnych AA powstajacych
w szlaku CYP-450 nalezaloby wykona¢ doswiadczenia z selektywnymi inhibitorami szlaku
hydroksylacji zaleznej od CYP-450. Ciagle jednak nie jest to zadanie proste, z powodu braku
dobrze rozpuszczalnych inhibitoréw, ktére moglyby by¢ podawane do krazenia ogdlnego.
Nalezy takze zwrocié uwage, ze obserwowane wyzsze (030%) ukrwienie rdzenia nerki
po chronicznym blokowaniu enzyméw CYP-450, moze by¢ nie tylko wynikiem eliminowania
naczyniokurczacego 20-HETE, ale moze takze odzwierciedlaé lepsza biodostgpnosé NO, lub
moze zaleze¢ od obu tych mechanizméw. Wigksza ilo$¢ NO po zablokowaniu CYP-450
bytaby wynikiem wyeliminowania istniejacego pomiedzy syntazami NO a enzymami
CYP-450 wspétzawodnictwa o hem (Fleming, 2001). Istotnie, po chronicznym wylaczeniu
enzymow CYP-450 obserwowano wyzszy sygnal NO mierzony w rdzeniu nerki - u zwierzat
na diecie STD 0 1915 pA a u zwierzat HS o 1182 pA (w poréwnaniu ze zwierz¢tami bez
blokady), jednak réznica ta osiagneta znamiennosc¢ jedynie w grupie STD. Zardwno wyzszy
sygnat NO jak i wyzsze ukrwienie tego obszaru nerki po ABT moga by¢ wynikiem
wyeliminowania wspoizawodnictwa hydroksylaz zaleznych od CYP-450 o czasteczke hemu,
co w konsekwencji prowadzi do zwigkszonego ukrwienia rdzenia nerki wynikajacego ze
zwiekszonej biodostepnosci naczyniorozszerzajacego NO. Podsumowujac, po 3 tygodniach
stosowania diety wysokosodowej efekty czynnosciowe NO i 20-HETE wydajg si¢ by¢ w

rownowadze, co prowadzi do utrzymania ukrwienia rdzenia na niezmienionym poziomie.
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Wyniki uzyskane w przeprowadzonych badaniach sugerujg, Ze ukrwienie rdzenia
nerki, ktore coraz cz¢sSciej uznawane jest za istotny element kontrolujacy ciSnienie krwi,
pozostaje niewrazliwe na rézng podaz sodu w diecie, przynajmniej w ciggu 2-3
tygodniowej obserwacji i w zbadanym zakresie zawartoS$ci tego jonu w pokarmie

(0,15-4% Na w/w).

5.2.3. Podaz sodu a wydalanie nerkowe

Zwigkszenie wydalania nerkowego w nastepstwie wysokiej podazy sodu wydaje si¢
dos¢ oczywiste. U podloza tego procesu lezy caty szereg mechanizméw, poczynajac od tak
oczywistych;jak diureza i natriureza z nadci$nienia czy tez zwigkszenie wydalania w
nastepstwie zwigkszonego ukrwienia nerki (skojarzonego zwykle ze wzrostem filtracji
kiebuszkowej oraz obnizaniem zagg¢szczania moczu zaleznym od rozproszenia gradientu
osmotycznego rdzenia — zjawisko ,,wash out”). Nalezy takze podkresli¢, ze zmiany w
wydalaniu sodu sa zwykle dos¢ blisko skorelowane ze zmianami w wydalaniu wody.

Warto zauwazy¢, Ze trwajaca 3 tygodnie zwigkszona podaz sodu wiazata si¢ z
20-krotnie wyzszym nerkowym wydalaniem sodu, przy jedynie dwukrotnie wyzszym
wydalaniu wody (w poréwnaniu do wydalania obserwowanego u zwierzat utrzymywanych na
diecie standardowej). W tej czesci dyskusji chcialabym zajac sig jedynie udzialem badanych
substancji parakrynnych w procesie wzmozonej diurezy i natriurezy u szczurow
wysokosodowych, a szczegdlnie ich rolag w obserwowanym zjawisku niemal wybidrczego
usuwania sodu.

Jak wiadomo dieta wysokosodowa stymuluje powstawanie wszystkich izoform syntaz
NO w rdzeniu nerki. Z drugiej strony natriuretyczne dziatanie tlenku azotu zostalo
potwierdzone w wielu badaniach, zaréwno przy uzyciu inhibitorow NOS (Bech i wsp., 1996)

jak i donorow NO (Majid i wsp., 1993), aczkolwiek istnieja rowniez odosobnione doniesienia
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0 przeciwnym, antynatriuretycznym czy antydiuretycznym dziataniu NO. Do istotnego
wzrostu wydalania wody (diurezy) po zastosowaniu inhibitorow NOS dochodzito tylko u
zwierzat HS; taka sama blokada na diecie STD i LS pozostawala bez wplywu na diurezg.
Zaroéwno po chronicznym (Ryc. 36) jak i po ostrym zablokowaniu syntaz NO (Ryc. 37)
szczury HS wydalaly 3-krotnie wigcej wody niz zwierzeta z aktywnymi NOS. W zwiazku z
tym nalezy wspomnieé¢ o badaniach mowiacych, ze aktywnos$¢ neuronalnej izoformy (nNOS)
zwigksza kanalikowy transport wody podobnie jak wazopresyna (Bouley i wsp., 2000; Martin
i wsp. 2002). O ile dalszy wzrost diurezy i natriurezy po chronicznym i ostrym blokowaniu
syntaz NO, mozna tlumaczy¢ eliminacjq takiego wiasnie antydiuretycznego dziatania, to
specyficzny wzrost wydalania zalezny jedynie od wysokiej podazy sodu jest trudniejszy

do wyjasnienia.

]H‘MMHME [ T 1_

Ryc. 36. Porownanie wplywu chronicznego blokowania aktywnosci syntaz NO na
wydalanie wody, u zwierzqt utrgymywanych na dietach o roinej zawartosci sodu.

Wartosci srednie + SEM * znamiennie rozne od.diety STD. # znamiennie rézne od wartosci u
szczurow nie otrzymujqcych L-NAME.

W swietle powyzszych rozwazan wydaje sig, ze specyficzne oszczedzanie wody przy

pozbywaniu si¢ nadmiaru sodu mozliwe jest dzigki obecnosci NO — niestety zastosowanie
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nieselektywnej blokady syntezy NO nie pozwala wypowiedzie¢ si¢ jednoznacznie na temat

izoformy NO zaangazowanej w ten proces.

Ryc. 37. Porownanie wplywu ostrego blokowania aktywnosci syntaz NO na wydalanie
wody, u wierzqt utrzymywanych na dietach o roznej zawartosci sodu.

Wartosci srednie +SEM * znamiennie rozne od wartosci kontrolnych, # , duza” srednia (X,)
dla danych skumulowanych z okresow U.-U. znamiennie rozna od.odpowiedniej sredniej dla
diety STD (p<0,03, niesparowany test Studenta), 1 okres zbiorki moczu =30 min

(Ul, U2, U3, U4 id.)

Inna, poza przedstawiona, interpretacje faktu wzrostu diurezy po blokadzie NOS,
mozna by wigza¢ z obserwacja wzrostu sygnatu NO u zwierzat z grupy HS po ostrym podaniu
L-NAME.

Wzrost ten moze na przyktad zaleze¢ od NO uwalnianego z S-nitrozotioli — petniagcych
role;jego specyficznych magazynow. Wiadomo, ze NO moze by¢ wiazany w S-nitrozotiolach
(S-nitrozoglutation lub S-nitrozocystein) oraz z albuming, skad powoli uwalnia si¢ petniac
funkcje regulacyjno-kontrolne (Rodriguez i wsp., 2003; Salomon i1 wsp., 2005). Wydaje si¢
wysoce prawdopodobne, ze ostre zablokowanie syntaz NO (szczeg6lnie prowadzace do
glebokiego niedokrwienia nerki) powoduje uwalnianie NO zmagazynowanego w S-
nitrozotiolach, dzigki czemu w tych warunkach doswiadczalnych obserwujemy efekt
diuretycznego i natriuretycznego dziatania NO.

Udziat pochodnych AA powstajacych w szlaku monooksygenacji (CYP-450) w

niemal selektywnym usuwaniu Na™ na diecie wysokosodowejjest zapewne zlozony.
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Wylaczenie pochodnych AA w doswiadczeniu ostrym wlasciwie nie zmienia ani odpowiedzi
diuretycznej ani profilu wydalania substancji osmotycznie czynnych u szczuréw
wystawionych na wysokie spozycie sodu. Natomiast w nastgpstwie przewlektego (2 dni)
wylaczenia CYP-450 (a wigc zahamowanie powstawania zaréwno EETs jak 1 HETEs)
dochodzi do dwukrotnego obnizenia wydalania sodu oraz do mniej wyraznego, okoto 30%,
obnizenia diurezy. Mozna wigc przypuszczad, ze w dtugoterminowa kontrol¢ wybidrczego
usuwania sodu przy wysokim jego spozyciu zaangazowane sg zalezne od CYP-450 pochodne
kwasu arachidonowego, niezaleznie od oméwionej wyzej roli NO.

Jednoczesnie powstaje pytanie, czy do obserwowanego wzrostu wydalania wody po
L-NAME u zwierzat utrzymywanych na diecie HS przyczyniaja si¢ diuretycznie dzialajace
pochodne AA zalezne od CYP-450 (Roman, 2002). Skoro dieta wysokosodowa powoduje
wzrost syntezy EET w korze i rdzeniu nerki a dodatkowo po podaniu L-NAME dochodzi do
wyeliminowania omowionego wczesniej wspotzawodnictwa o hem syntaz NO 1
monooksygenaz zaleznych od CYP-450, jest bardzo prawdopodobne, ze za obserwowany
wzrost wydalania wody przez zwierzgta HS po zablokowaniu NOS odpowiadaja pochodne
AA, zaréwno EET jak i 20-HETE (Roman, 2002; Fleming, 2001).

W warunkach chronicznego zablokowania aktywnosci syntaz NO wzrost nerkowego
wydalania wody i sodu mogltby takze zaleze¢ od zwigkszenia biodostgpnosci hemu dla
enzymow szlaku monooksygenacji CYP-450 i zwigkszonej generacji ich natriuretycznie
dzialajacych produktow. Co wiecej, zwiazki te moga by¢ w tej sytuacji czynnikami
kompensujacymi brak dzialajacego natriuretycznie i antyhipertensyjnie tlenku azotu.
Posrednio przeciwko roli metabolitow szlaku CYP-450 w tej konkretnej sytuacji przemawiaja
jednak dane otrzymane w do$wiadczeniach, w ktorych przed ostrym podaniem L-NAME
zwierzetom chronicznie zablokowano szlak cytochromu P-450. Mimo takiego przygotowania,

uniemozliwiajacego powstawanie EETs i 20-HETE, podanie L-NAME w dalszym ciagu
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zwiekszalo diureze i wydalanie sodu. Probe syntezy i proponowane mechanizmy udziatu

NOS i CYP-450 w kontroli wydalania sodu i wody przedstawiono na Ryc 38.

Wyniki wskazuja na funkcjonalne znaczenie (1) natriuretycznego i diuretycznego
dzialania pochodnych AA zaleznych od CYP-450 oraz (2) zjawiska kompetycji (o
biodostepnos¢ hemu) pomigdzy NOS a CYP-450 w kontroli wydalania nerkowego.
Zaréwno NO - poprzez dzialanie podobne do AVP - oraz EETs jak i HETEs wydajg si¢
by¢ zaangazowane w usuwanie sodu (z niewielkg tylko ilo$ciag wody) przy wysokim jego

spozyciu.
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Ryc. 38. Schemat proponowanych zmian w aktywnosci syntaz NO i CYP-450 zaleinych od
diety wysokosodowej i niespecyficznej blokady NOS (L-NAME). Rola w wybiorczym
usuwaniu sodu na diecie HS.

1.

Dieta wysokosodowa (HS) powoduje wzrost aktywnosci syntaz tlenku azotu
(NOS), i zwigkszongjego syntezg. Tlenek azotu powstajacy przy udziale
izoformy endotelialnej (eNOS) wykazuje dzialanie natriuretyczne i
diuretyczne, natomiast NO powstajacy przy udziale izoformy neuronalnej
(nNOS) prawdopodobnie ma dziatanie antydiuretyczne (nasladujace
dziatanie wazopresyny).

Dieta HS powoduje rowniez wzrost aktywnosci enzymow szlaku
epoksygenacji zaleznej od CYP-450 (CYP450-2C23), co powoduje wzrost
syntezy natriuretycznie i diuretycznie dzialajacych kwasow
epoksyeikozatrienowych (EETs).

Pomigdzy NO generowanym przez NOS i CYP-450 istnieje zjawisko
wspodtzawodnictwa o hem.

Podanie niespecyficznego inhibitora NOS (L-NAME) powoduje wzrost

diurezy na diecie HS prawdopodobnie poprzez eliminacj¢ antydiuretycznego dzialania
NO pochodzacego z nNOS. Ponadto L-NAME eliminuje NO z konkurencji o
czasteczke hemu; w zwiazku z tym aktywnosé CYP-450,synteza EETs i ich dzialanie
natriuretyczne i diuretyczne wzrastaja. Oba dziatania L-NAME prawdopodobnie
sumujg si¢. W schemacie pominigto udzial kwasow hydroksyeikozatetraenowych

(np. 20-HETE), ktorych poziom wedtug danych literaturowych ulega obnizeniu w
nerce na diecie wysokosodowe;j.
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5.2.4. NOS i CYP-450 w kontroli ciSnienia krwi

Wplyw zablokowania syntaz NO na cis$nienie krwi jest kolejnym tematem
wymagajacym komentarza. W przeprowadzonych doswiadczeniach, zar6wno chroniczne jak i
ostre zablokowanie NOS wywotalo oczekiwany wzrost wartosci sredniego cisnienia krwi. Co
ciekawe, po blokowaniu chronicznym wzrost MAP byl pordéwnywalny (w ujeciu
procentowym), na réznych dietach i wynosit odpowiednio: STD - 21%, LS - 25% i HS - 22%.

Stwierdzenie zblizonego wzrostu MAP po L-NAME jest szczegdlnie interesujace w
odniesieniu do widocznego zréznicowania odpowiedzi ze strony ukrwienia rdzenia nerki.
Zgodnie z teorig Cowley’a, mowiaca o roli ukrwienia tego obszaru w dlugoterminowe;j
kontroli MAP, mozna bylo spodziewac si¢ wigkszego wzrostu cisnienia krwi u zwierzat
utrzymywanych na diecie wysokosodowej, to jest tych, ktore zareagowaty najglebszym (50%)
obnizeniem MBF na chroniczne podanie L-NAME. Nalezy jednak wzia¢ pod uwagg sile
zastosowanego bodZzca; by¢ moze przewlekle blokowanie powstawania NO jest tak silnym,
bezposrednim ,,ogéInoustrojowym” bodZzcem prohipertensyjnym, ze udzial uposledzenia
ukrwienia rdzenia nerki w ew. dalszym podwyzszeniu cisnienia krwi ma juz tylko znaczenie
drugorzg¢dne i pozostaje niezauwazalny.

Wiadomo réwniez, ze pod wplywem diety wysokosodowej wzrasta synteza NO w
osrodkowym uktadzie nerwowym (przeglad: Szczepanska-Sadowska, 1998), co sugeruje, ze
NO moze przeciwdziata¢ rozwojowi nadcis$nienia zaleznego od zwigkszonej podazy NaCl. U
zwierzat normotensyjnych wzrost uwalniania tlenku azotu w osrodkowym uktadzie
nerwowym, szczegdlnie w obszarach odpowiedzialnych wlasnie za regulacj¢ czynnosci
ukladu krazenia (m.in. w doglowowym brzuszno-bocznym obszarze rdzenia przedtuzonego-
RVLM), powoduje obnizenie cisnienia tetniczego krwi oraz zmniejszenie aktywnosci uktadu
wspotczulnego (Paczwa i wsp., 1997 w Szczepanska-Sadowska, przeglad, 1998). Podajac

nieselektywny inhibitor NOS, prawdopodobnie powodowalam zahamowanie aktywnosci
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syntaz NO nie tylko w nerce, ale rowniez w centralnym oraz obwodowym ukfadzie
nerwowym, a wzrost impulsacji wspotczulnej w obu tych uktadach i obszarach mogt
przyczyniaé si¢ do wzrostu napiecia naczyn krwionosnych po podaniu L-NAME.

Rozwazajac potencjalna role czynnikow kompensacyjnych w tagodzeniu wzrostu
MAP po wyeliminowaniu NO, szczegdlnie u zwierzat na diecie wysokosodowej, nalezy
wspomnie¢ o kwasach epoksyeikozatrienowych (EETs). Jak wiadomo, w warunkach
fizjologicznych naczyniorozszerzajace EETs nie wykazuja znaczacego dziatania tonicznego
na naczynia krwiono$ne, natomiast ich rola w kontroli ci$nienia krwi istotnie wzrasta w
warunkach patologicznych, za ktore mozna uzna¢ obnizong czy zahamowanga synteze NO
(Fleming, 2001). Ponadto uwaza sie, ze dieta HS stymuluje powstawanie EETs. Jednak
otrzymane przeze mnie dane nie potwierdzajg takiej interpretacji zjawisk. Dozylne podanie
ABT, blokera pochodnych AA w szlaku CYP-450, na tle chronicznego zablokowania NOS
obnizalo istotnie cisnienie krwi u zwierzat na diecie wysokosodowej, a takze w pozostatych
grupach dietowych. Wskazuje to na dominujaca rol¢ naczyniokurczacych 20-HETE,
mogacych jeszcze bardziej podwyzszaé cisnienie krwi pod nieobecnos$¢ tlenku azotu - raczej
niz naczyniorozszerzajacych EETs, kompensujacych brak NO. Dlatego tez w schemacie
ilustrujacym proponowane zmiany w aktywnosci szlakéw CYP-450 i NOS oraz ich udziat w
kontroli ci$nienia krwi (MAP) zalozono, ze dochodzi do obnizenia syntezy EETs u badanych
szczurow (? EETs, Ryc. 39).

Réwnoczesnie nalezy podkresli¢, ze dozylne podanie ABT na tle diety
wysokosodowej obnizato cisnienie krwi takze bez uprzedniego wyeliminowania syntaz NO.
Moze to wskazywaé na wazna role naczyniokurczacego 20-HETE w krotkoterminowe;j
(szybkiej) kontroli MAP w warunkach wysokiego spozycia sodu. Potwierdzatoby to

doniesienia literaturowe mowigce o wzroscie aktywnosci hydroksylacji zaleznej od CYP-450
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Ryc. 39. Schemat proponowanych zmian w aktywnosci syntaz NO i CYP-450 zaleznych od
diety wysokosodowej i niespecyficznej blokady NOS (L-NAME). Rola w kontroli ciSnienia
krwi (MAP).

1.

2.

Dieta wysokosodowa powoduje wzrost aktywnosci NOS i zwigkszong generacj¢
naczyniorozszerzajacego NO (gldwna substancja hipotensyjna).

Dieta wysokosodowa powoduje rowniez wzrost aktywnosci enzymow szlaku
monooksygenacji zaleznej od CYP-450. Prawdopodobnie dochodzi do zwigkszenia
syntezy naczyniokurczacego 20-HETE w tetniczkach migsni szkieletowych (co
doprowadza do wzrostu catkowitego oporu naczyniowego i wzrostu MAP) 1 - by¢
moze - jednoczesnego obnizenia syntezy naczyniorozszerzajacych EETs (dalszy
wzrost MAP).

Pomigdzy NO generowanym przez NOS i CYP-450 istnieje zjawisko
wspotzawodnictwa o hem.

Obserwowany wzrost MAP po podaniu L-NAME zalezy glownie od obnizenia
poziomu naczyniorozszerzajacego NO oraz od dalszego wzrostu syntezy 20-HETE,
zaleznie od wyeliminowania wspétzawodnictwa o hem. Podstawowy udziat 20-HETE
(komponenta hipertensyjna) w kontroli MAP na diecie wysokosodowej popieraja
obserwacje obnizenia MAP po podaniu nieselektywnego inhibitora CYP-450 (ABT).
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pod wptywem diety wysokosodowej w naczyniach krezkowych, skoérnych oraz migsni
szkieletowych (Frisbee i wsp., 2000, Wang i wsp., 2005) a wigc w obszarach decydujacych o
catkowitym oporze naczyniowym.

Inaczej wygladata zmiana cisnienia tgtniczego w odpowiedzi na ostre zablokowanie
NOS, ktore nie pozwalato na ujawnienie si¢, wymagajacych dluzszego czasu, reakcji
adaptacyjnych. Obserwowano wzrost MAP po dozylnej infuzji L-NAME, tym wigkszy im
wyzsza byla podaz sodu w diecie. W grupie LS wzrost ten (nieznamienny) wynidst 10%,
STD - 16%, a HS - 30%, w stosunku do wartosci cisnienia krwi rejestrowanych w czasie
okresow kontrolnych doswiadczen ostrych. Ponadto dozylne podanie L-NAME u HS
wywotalo wigkszy wzrost ci$nienia krwi niz przewlekte podawanie tego zwiazku
(odpowiednio 30% i 22%), co wskazuje na dominujaca rol¢ NO jako czynnika
wazorelaksacyjnego bioracego udzial w krétkoterminowej kontroli ci$nienia krwi,
szczegolnie u zwierzat wysokosodowych.

W oparciu o uzyskane wyniki mozna przypuszczaé, ze na diecie wysokosodowej NO
jest gldwnym czynnikiem naczyniorozszerzajacym, bioracym udzial w regulacji cisnienia
krwi. Moze to zaleze¢ m.in. od faktu, ze wysoka podaz sodu pociaga za sobg wzrost
aktywnosci wszystkich trzech typéw syntaz NO w rdzeniu nerki, ale takze w innych
obszarach krazeniowych (Zhu i wsp. 2007). Szybkie obnizenie ukrwienia rdzenia nerki po L-
NAME mogto dodatkowo przyczyniac si¢ do obserwowanego wzrostu cisnienia krwi (MAP),
czego nie stwierdzitam po chronicznym blokowaniu NOS. Tak wigc moje dane tylko
czesSciowo potwierdzaja poglady prezentowane przez Cowley’a i wsp. o udziale
hemodynamiki rdzenia w kontroli ci$nienia krwi.

Nalezy takze pamietaé, ze obserwowany wzrost MAP po ostrym podaniu blokeréw
NOS moze by¢ odzwierciedleniem nie tylko prostego wyeliminowania

naczyniorozszerzajacego NO, ale zaleznego od braku NO wzrostu aktywnosci ukiadu
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wspolczulnego czy tez, podobnie jak po blokadzie chronicznej, stymulacji syntezy
naczyniokurczacego 20-HETE. Przeciw istotnej roli tego ostatniego czynnika przemawiaja
jednak dane z do$wiadczen, w ktorych dozylna in uzja L-NAME byla prowadzona na tle
wczesniejszej blokady enzyméw CYP-450 (Ryc. 38). Wzrost MAP po L-NAME byt
praktycznie identyczny w przypadku potencjalnej dostepnosci 20-HETE jak i1 po
wczesniejszym jego wyeliminowaniu, przynajmniej u szczuréw na diecie standardowe; i
wysokosodowej. U szczuréw otrzymujacych dietg niskosodowa wzrost cisnienia po L-NAME

byt stabiej wyrazony a po zablokowaniu enzyméw CYP-450 — przemijajacy (Ryc. 18).

Ryc. 40. Poréwnanie zmian procentowych MAP.po ostrym zablokowaniu aktywnosci syntaz
NO u zwierzqt utrzymywanych na dietach STD (czarne stupki) i HS (czerwone stupki), z
aktywnymi bqd? nie enzymami CYP-450 (stupki pelne lub zakreskowané).

Wartosci srednie + SEM * znamiennie rozne od. diety STD.

Podsumowujac, po chronicznym wylaczeniu syntaz NO do wzrostu cisnienia krwi
przyczynia si¢ prawdopodobnie 20-HETE, natomiast najwazniejszg substancja
hipotensyjna, szczegélnie w warunkach wysokiego spozycia sodu jest tlenek azotu. Rola

20-HETE w krotkoterminowej kontroli ci$nienia krwi wydaje si¢ by¢ znaczgca jedynie

w warunkach wysokiego spozycia sodu.
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3.2.5. Modyfikacje interakcji pomigdzy NOS a CYP-450 przez diete
niskosodowa

Jak wspomniano wczes$niej (rozdziat ,,Wyniki”: Tabela 1), nie obserwowano
uderzajacych roznic w cis$nieniu krwi 1 czynnosci nerki zaleznych jedynie od podawania
paszy niskosodowej, natomiast niska podaz sodu modyfikowata w pewnym stopniu
hemodynamiczng i czynnosciowa odpowiedz na ingerencje w obr¢bie badanych szlakow
metabolicznych.

Dos$¢ nieoczekiwanym wynikiem byt obserwowany w grupie LS relatywnie niewielki
wzrost ci$nienia krwi po dozylnym podaniu L-NAME. Jest dos¢ oczywiste, ze dieta
niskosodowa stymuluje uwalnianie reniny i powstawanie angiotensyny II, substancji
naczyniokurczacej oraz zwigkszajacej kanalikowg reabsorbcj¢ sodu. Trudno okreslié jaki jest
udzial w tym procesie stymulacji zwigkszonej syntezy NO. Wiadomo, ze niskie spozycie sodu
zwigksza aktywnos$¢ neuronalnej izoformy syntazy (nNOS) w komérkach plamki ggstej, co
pociaga za sobg stymulacj¢ uwalniania reniny i aktywacje systemu renina-angiotensyna
(RAAS) (Beierwalters, 2003). Jesli udzial tej drogi stymulacji jest znaczacy, mozna
przypuszczaé, ze obserwowany brak wzrostu cisnienia krwi po podaniu L-NAME moze by¢
nastepstwem zroéwnowazenia efektu braku naczyniorozszerzajacego dziatania NO
pochodzacego z izoformy endotelialnej (antagonizujacego w warunkach podstawowych
naczyniokurczace dzialanie Ang II) z jednej strony oraz cz¢sciowego wyeliminowania
stymulacji RAAS w wyniku zablokowania izoformy neuronalnej z drugiej strony.

Réwniez wyniki badafh wiasnych, prowadzonych wspdlnie z Zaktadem Fizjologii i
Farmakologii w Odense (Dania) pokazuja, ze aktywno$¢ reninowa osocza zalezy od
obecnosci zarowno wspotczulnych nerwdéw nerkowych jak i od aktywnosci nNOS. Obnizenie
aktywnosci reninowej osocza obserwowano zar6wno u zwierzat, u ktorych przeprowadzono

odnerwienie nerek jak i u tych, u ktorych zablokowano aktywno$¢ neuronalnej syntazy NOS
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(Kompanowska-Jezierska i wsp., 2008). Otrzymane wyniki sugeruja, ze nerwy nerkowe
stymuluja uwalnianie reniny za posrednictwem NO syntetyzowanego przez nNOS, oraz
wskazujg, ze obecnosé obydwu elementow jest niezbgdna do osiagnigcia petnej aktywnosci
reniny, w odpowiedzi na zmniejszenie podazy sodu. Mechanizm ten (eliminacja stymulacji
RAAS przez NO) moze wigc tagodzi¢ wzrost ci$nienia krwi, takze po nieselektywnym
zablokowaniu NOS u zwierzat na diecie niskosodowe;j.

Rozpatrujac udziat pochodnych AA zaleznych od CYP-450 w zmianach cis$nienia po
L-NAME nalezy wspomnie¢, ze ich obecnosé zapobiegata szybkiemu powrotowi ci$nienia
krwi do wartosci kontrolnych, po wzroscie wywotanym przez dozylne podanie tego inhibitora
(patrz ,,Wyniki”, Ryc. 18). Mozna przypuszczaé, ze w tej konkretnej sytuacji utrzymujace si¢
podwyzszone stezenie naczyniokurczacego 20-HETE jest wazniejszym niz sam brak NO
czynnikiem, odpowiedzialnym za niezbyt duzy ale utrzymujacy si¢ przez 2 godziny wzrost
ci$nienia krwi na diecie niskosodowe;j.

Rownoczesnie nie obserwowano takze zadnych zmian ci$nienia krwi po dozylnym
podaniu ABT u szczuréw LS, u ktérych syntazy NO byly aktywne. Dopiero wczesniejsze
wylaczenie NOS pozwolito na ujawnienie si¢ obnizenia MAP po dozylnym podaniu ABT (po
nalozeniu blokady CYP-450). Wydaje si¢ prawdopodobne, ze w warunkach diety
niskosodowej wplywy produktow badanych szlakéw metabolicznych znajdujg si¢ w
rownowadze, i dlatego nie mozna wykaza¢ dominujacej roli zadnego z nich w
krotkoterminowej (szybkiej) kontroli ci$nienia tgtniczego.

W prezentowanych badaniach, na podstawie danych uzyskanych w doswiadczeniach z
nieselektywnym blokerem CYP-450 (ABT) podawanym w sposob przewlekly, wykazywano
natriuretyczne dzialanie metabolitow AA powstajacych w szlaku zaleznym od CYP-450,

szczeg6lnie u szczuréw na diecie STD i HS. Ostre, dozylne podanie ABT nie prowadzito u
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tych zwierzat do obnizenia diurezy i natriurezy. Na diecie niskosodowej obserwowano nieco
inng reakcje na blokowanie enzymdw szlaku CYP-450 (Ryc. 30).

Nalezy zwrécic¢ uwagg, ze obnizenie wydalania wody i sodu u szczuréw LS w wyniku
chronicznego podawania ABT bylo stabiej wyrazone niz u zwierzat utrzymywanych na diecie
standardowej i wysokosodowej (nie osiggneto znamiennosci statystycznej, mimo duzej
liczebnosci w obrebie porownywanych grup). Z drugiej strony tylko w grupie LS podany
dozylnie inhibitor CYP-450 wywolywal znaczaca odpowiedz wydalnicza. Infuzja
rozpuszczalnika - soli izotonicznej (Ryc. 30 panele: gorny i dolny) u szczurow LS
powodowata wzrost diurezy i natriurezy (wynikajacy najprawdopodobniej z nadmiernego
tempa infuzji), natomiast dozylne podanie ABT w czasie doswiadczenia hamowato to
zjawisko.

W swietle dostepnej wiedzy u szczuréw na diecie niskosodowej dochodzi do
kilkukrotnego wzrostu ekspresji biatka CYP-450 4A, odpowiedzialnego za syntez¢ 20-HETE.
Stwierdzono, ze powstawanie 20-HETE jest istotnie wigksze zarowno w klgbuszku
nerkowym (Ito i wsp., 1999)jak i w rdzeniu zewngtrznym (najprawdopodobniej w
komérkach kanalikow) (Hoagland i wsp., 2004); w tych ostatnich badaniach stwierdzono, ze
takze wydalanie 20-HETE w moczu istotnie wzrasta po dwutygodniowej diecie
niskosodowej. Z drugiej strony wykazano, ze u szczuréw Dah salt sensitive (Dahl SS) nie
dochodzi do zmian aktywnosci biatka CYP-450 4A w zaleznosci od podazy sodu i - co
wazniejsze — aktywnos¢ tajest zdecydowanie nizsza niz u szczuréw kontrolnych (tzw.
sodoopornych). W zwiazku z tym mozna podejrzewad, Ze istotng przyczyna obserwowanej w
moich badaniach wzmozonej czynnosci wydalniczej nerki w odpowiedzi na ostre
,,przewodnienie” (nadmierne tempo infuzji) sa natriuretycznie dzialajace pochodne AA
zalezne od CYP-450, najprawdopodobniej 20-HETE. Nalezy takze pamigta¢, ze kwasy 20-

hydroksyeikozatetraenowe sa odpowiedzialne za uwrazliwienie kanalikowo-klebuszkowego
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sprzezenia zwrotnego (TGF), jednak z powodu braku informacji dotyczacych np. poziomu
sodu w osoczu, czy filtracji klebuszkowej trudno roztrzasa¢ kierunek zmian zaleznych od
podwyzszonej reaktywnosci tego sprzezenia. Podsumowujac, skoro dozylne podanie ABT
uposledzato diuretyczna i natriuretyczn reakcje na zwigkszong podaz ptynéw, mozna uznac,
ze na diecie niskosodowej pochodne AA powstajace w szlaku zaleznym od CYP-450 (przede
wszystkim 20-HETE) maja istotne znaczenie w utrzymywaniu stalej objgtosci i sktadu
plynéw ustrojowych.

Wydaje sig, ze ani tlenek azotu ani i pochodne AA (szlak CYP-450) nie
odgrywaja kluczowej roli w krétkoterminowej kontroli MAP w warunkach niskiej
podazy sodu, natomiast 20-HETE jest prawdopodobnie zaangazowany w szybka

regulacje objetosci i skladu plynéw ustrojowych.
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Zastosowanie u szczurOw wyprzedzajacej, chronicznej blokady aktywnosci syntaz tlenku

azotu (NOS) lub enzyméw szlaku monooksygenacji kwasu arachidonowego zaleznej od

cytochromu P-450 (CYP-450) z nast¢gpczym blokowaniem aktywnosci ,,hietknigtego™ szlaku

w doswiadczeniach ostrych, umozliwito poréwnawcza oceng udzialu produktow badanych

szlakow w regulacji ukrwienia i czynnosci wydalniczej nerki oraz w krétko- i

dlugoterminowej kontroli cisnienia krwi w warunkach réznej podazy sodu.

1.

Potwierdzono znaczenie zwigkszonego spozycia sodujako istotnego czynnika
sprzyjajacego rozwojowi nadcisnienia oraz udzial obu badanych szlakow
metabolicznych (NOS i CYP-450) w ksztattowaniu cisnienia t¢tniczego krwi.
Potwierdzono rowniez, ze rozna podaz sodu modyfikuje wzajemne relacje pomigdzy

NOS i CYP-450 i ponadto zmienia ich udzial w regulacji czynnosci nerki.

Ukrwienie rdzenia nerki, obszaru coraz czesciej uznawanego za istotny w kontroli
cisnienia krwi, pozostaje niewrazliwe na r6zna podaz sodu w diecie, przynajmniej w
ciggu 2-3 tygodniowej obserwacji i w badanym zakresie zawartosci tego jonu w

pokarmie (0,15-4% Na w/w).

. Potwierdzono natriuretyczne i diuretyczne dziatanie pochodnych kwasu

arachidonowego powstajacych w szlaku monooksygenacji zaleznej od CYP-450, oraz
przedstawiono dane zgodne z koncepcja kompetycji o biodostepno$¢ hemu pomigdzy

NO (produkt NOS) a CYP-450.
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4. Najwazniejsza substancja wykazujaca dziatanie hipotensyjne, szczegdlnie w
warunkach wysokiego spozycia sodu, jest tlenek azotu; 20-HETE w sposob istotny

przyczynia si¢ do wzrostu cisnienia krwi pod nieobecnos¢ NO.

5. Mozna podejrzewac, ze zarowno tlenek azotu jak i badane pochodne AA nie
odgrywaja kluczowe;j roli w krotkoterminowej (szybkiej) kontroli ci$nienia w
warunkach niskiej podazy sodu. Naczyniokurczace pochodne AA zaangazowane sg
prawdopodobnie w dlugoterminowa kontrolg ci$nienia krwi zar6wno przy niskiej jak
wysokiej podazy sodu w diecie, pozostajac bez wptywu na cisnienie u szczurow

pozostajacych na diecie standardowe;j.

6. W warunkach niskiej podazy sodu pochodne AA zalezne od CYP-450,
prawdopodobnie 20-HETE, wydaja si¢ odgrywac istotna role w krotkoterminowe;j

regulacji objetosci i sktadu pltyndéw ustrojowych
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Tlenek azotu a pochodne kwasu arachidonowego w metabolizmie zaleznym od CYT P-450
w nerce szczura — korelacja z ukrwieniem i czynnos$cig wydalniczg nerki w zaleznosci od

podazy sodu w diecie

STRESZCZENIE

Tlenek azotu (NO) oraz metabolity kwasu arachidonowego (AA) powstajace z jego
przeksztatcenia przez monooksygenazy zalezne od cytochromu P-450 (CYP-450), takie jak
kwas 20-hydroksyeikozatetracnowy (20-HETE) czy kwasy epoksyeikozatrienowe (EETs), sa
istotnymi czynnikami parakrynnymi uczestniczacymi w wielu procesach fizjologicznych.
Najnowsze badania wskazuja na ich kluczowe znaczenie dla autoregulacji przepltywu krwi oraz
wydalania nerkowego, szczegodlnie w stanach zaburzenia objetosci ptynéw ustrojowych. Uwaza
sie, ze zaburzenia ich syntezy moga prowadzi¢ do rozwoju choroby nadci$nieniowej, co
potwierdzaja liczne dane uzyskane w badaniach na genetycznych i farmakologicznych
zwierzgcych modelach tej choroby.

Z drugiej strony wiadomo, ze homeostaza ptynéw ustrojowych i utrzymanie
prawidlowego ci$nienia tgtniczego pozostaje w scistej zaleznosci od stanu krazenia nerkowego a
szczegOlnie krazenia w rdzeniu nerki; mechanizmy regulacji tego krazenia wciaz nie sa jasne.
Wielko$¢ ukrwienia jest wypadkowa wpltywow wielu wazoaktywnych hormonow i substancji
parakrynnych, naczyniokurczacych, do ktérych m.in. nalezy 20-HETE oraz
naczyniorozszerzajacych, takich jak NO i szereg EET.

Zwiazek metabolitow AA, powstajacych w przeksztatceniach zaleznych od CYP-450 z
geneza nadcisnienia jest szczegdlnie interesujacy, gdyz wykazuja one dziatanie pro-jak i
antyhipertensyjne. 20 HETE jako czynnik silnie naczyniokurczacy sprzyja rozwojowi
nadcisnienia, podczas gdy EET poprzez swoje dziatanie naczyniorozkurczajace dziala
przeciwnie. W obrebie kanalika nerkowego omawiane metabolity hamuja transport i zwigkszaja
wydalanie sodu, przez co przeciwstawiaja si¢ rozwojowi nadcisnienia. Ponadto 20-HETE jest w
duzej mierze odpowiedzialny za aktywnosé kanalikowo-kiebuszkowego sprzgzenia zwrotnego
(TGF); wzrost jego aktywnosci prowadzi do obnizenia filtracji kigbuszkowej, nerkowej retencji
ptynéw i do podwyzszenia ci$nienia krwi. Wobec tych wspotobecnych antagonistycznych i
synergistycznych dzialan, trudno ustali¢, dysregulacja ktorego ze szlakéw metabolicznych
zaleznych od CYP-450 ma decydujacy wptyw na rozwdj choroby nadcisnieniowe;.

Czynnikiem dodatkowo komplikujacym opisywane zaleznosci jest stan bilansu
ustrojowego sodu. Zwiekszona podaz Na" jest znanym czynnikiem ryzyka w rozwoju choroby

nadci$nieniowej. Z wielu badan wiadomo, ze zwigkszona podaz sodu prowadzi do



podwyzszenia ekspresji wszystkich trzech izoform NOS w rdzeniu nerki. Natomiast w potozone;j
w korze plamce ggstej zarowno zwigkszone jak i zmniejszone spozycie sodu podwyzsza
aktywnos¢ nNOS. W swietle przedstawionych danych wciaz pozostaje niejasne, jaki moze by¢
ostateczny efekt uposledzenia czy nadmiernej aktywnosci syntaz NO, a takze, ktora z izoform
ma w tym procesie znaczenie dominujace. Podobne watpliwosci dotycza roli metabolitow kwasu
arachidonowego. Wiadomo, ze dieta niskosodowa zwieksza ekspresje mRNA i biatka CYP-450
4A, a wigc powstawanie 20-HETE, natomiast dieta wysokosodowa powoduje obnizenie jego
powstawania w nerce natomiast wzrost w innych naczyniach obwodowych. Jednoczesnie
zwigkszona podaz sodu wywotuje wzrost ekspresji CYP-450 2C a wigc zwigkszone
powstawanie EETs, zaréwno w korze jak i w rdzeniu nerki. Wiedzac, ze obnizona lub
podwyzszona podaz sodu w diecie nie tylko w sposob odmienny wptywa na aktywnos¢
badanych enzymoéw oraz, ze wplyw ten jest takze zréznicowany w zaleznos$ci od rozwazanego
obszaru nerki, mozna si¢ spodziewac, ze ilos¢ spozywanego sodu moze by¢ w pewnych
warunkach elementem rozstrzygajacym o zachwianiu rownowagi w kontrolowaniu obj¢tosci
ptynow ustrojowych i powstawaniu warunkow do rozwoju nadcisnienia.

Interakcja NOS jak i CYP-450 moze odbywac si¢ na kilku poziomach; poza wspomniang
rolg sodu istnieje bezposrednia biochemiczna zalezno$¢ obydwu enzyméw. Tlenek azotu w
formie wolnego rodnika tworzy trwate kompleksy ze zredukowanym jonem zelazawym w
czasteczce hemu hamujac w ten sposéb NOS oraz inne enzymy, takze CYP-450, posiadajace t¢
forme¢ hemu w swojej czasteczce. Wzajemna konkurencja szlakow enzymatycznych
wchodzacych w skiad kaskady NOS oraz CYP-450 oraz zr6znicowana podaz sodu w diecie
moga mie¢ kluczowe znaczenie dla precyzyjnej wspotgry badanych przez nas czynnikéw
zaangazowanych w kontrole ukrwienia i czynnosci wydalniczej nerki a posrednio
dlugoterminowej kontroli ci$nienia.
Celem podj¢tych przeze mnie badan byta ocena wptywu réznej podazy sodu w diecie na
cisnienie krwi oraz parametry hemodynamiczne i wydalnicze nerek u zdrowych szczurdéw nie
posiadajacych zadnych predyspozycji genetycznych w kierunku nadcisnienia. Blizej precyzujac,
gtownym zadaniem podjetym w prezentowanych badaniach bylo ustalenie roli NO i zaleznych
od cytochromu P-450 metabolitow kwasu arachidonowego w kontroli cisnienia krwi i czynnosci
nerek, w aspekcie ich wzajemnych relacji a takze znaczenia w modyfikacji ich dziatania przez
rézng podaz sodu w diecie.

Badania przeprowadzono na szczurach ze stada Wistar usypianych za pomoca preparatu
Thiopental i odpowiednio przygotowanych chirurgicznie. Przed doswiadczeniem
wlasciwym/ostrym zwierzeta byly utrzymywane na dietach o réznej zawartosci sodu;

standardowej STD (0,25%), niskosodowej LS (0,15%), wysokosodowej HS (4%) oraz byly



poddawane chronicznemu zablokowaniu aktywnos$ci odpowiednich szlakow metabolicznych
(NOS lub CYP-450) za pomoca niespecyficznych inhibitoréw: estru metylowego-Nitro-L-
argininy (L-NAME) i 1-aminobenzotriazole (ABT). Lewa nerke eksponowano tak aby mozliwe
byto umieszczenie sond do pomiaru ukrwienia réznych jej obszaréw. Za pomoca
przeplywomierza typu laser-Doppler w sposéb ciagty mierzono przeptyw krwi przez kor¢ (CBF)
i rdzen (MBF) nerki, dokonywano réwniez pomiaru catkowitego przeptywu krwi przez tetnice
nerkowa przy pomocy sondy typu Transonic. Mierzono tez site sygnatu NO w rdzeniu nerki za
pomoca sondy elektrochemicznej (ISO-NOP 200), srednie cis$nienie tetnicze krwi, diurezg
minutowa (V) oraz wydalanie substancji osmotycznie czynnych (Uqsm V) 1 sodu w moczu
(UnaV). W czasie doswiadczenia wlasciwego zwierzeta otrzymywaly infuzje inhibitoréw
badanych szlakow i/lub roztworu soli fizjologicznej. W doswiadczeniach ostrych te same
inhibitory byly podawane dozylnie zwierzetom nietknietym lub w tzw. uktadzie krzyzowym,;
przyktadowo zwierzgta, ktorym wstepnie (w sposob chroniczny) zablokowano NOS w czasie
doswiadczenia ostrego otrzymywaty inhibitor CYP-450 badz tylko:jego rozpuszczalnik (sol

fizjologiczna). Taki sam schemat doswiadczen obowiazywal na kazdej z diet.

WYNIKI

Wplyw diety na wyjsciowe parametry hemodynamiczne i wydalnicze

Dane przedstawione w tej czg$ci wynikow zebrano z okresow kontrolnych doswiadczen
ostrych (rozne serie eksperymentalne).

Dane czynnosciowe u szczuréw utrzymywanych na diecie niskosodowej byty w
wigkszosci zblizone do rejestrowanych w tzw. grupie odniesienia (STD). U LS stwierdzono
jedynie istotnie wyzszy przeptyw krwi przez kore nerki (531+17 vs. 455+4 PU; p<0,05) oraz
istotnie nizsza diurezg (2,5+0,2 vs. 3,8+0,3 pl/min; p<0,05) niz u zwierzat otrzymujacych diete
standardowa.

Zwierzgta otrzymujace paszg o zwigkszonej zawartosci sodu mialy istotnie wyzsze
ci$nienie krwi (wzrost o 17 mmHg w stosunku do grupy STD; p<0,001), catkowity oraz korowy
przeptyw krwi przez nerke niz zwierze¢ta utrzymywane na diecie standardowej. Wobec zblizonej
ilosciowo zmiany RBF i ukrwienia korowego (dla RBF i CBF wzrost rzgdu 40%), bardzo
interesujacym znaleziskiem byl brak podobnych zmian w obrgbie rdzenia nerki. Jeszcze
wyrazniejszy wzrost dotyczyt wydalania sodu i wody. Szczury utrzymywane na diecie
wysokosodowej miaty ponad dwukrotnie wyzsza diurezg (8,5+0,9 vs 3,7+0,3 pl/min; p<0,001) i
az dwudziestokrotnie wyzsze wydalanie sodu (2,16+0,30 vs. 0,12+0,02 umol/min; p<0,001) niz

szczury otrzymujace pasze¢ standardowa.



Wydaje sig, ze u zdrowych szczuréw nerkowy przeptyw rdzeniowy, uznawany coraz
czesciej za istotny element kontrolujacy ci$nienie krwi, jest niewrazliwy na zréznicowana podaz
sodu, przynajmniej w badanym zakresie podazy sodu (0,15 — 4% Na).

Ogromna dysproporcja pomiedzy wzrostem V i wskazuje, ze zwigkszone usuwanie sodu u
HS odbywalo si¢ poprzez wybidrcze hamowanie jego reabsorpcji.
Wplyw chronicznego zablokowania NOS

Zgodnie z przewidywaniem zwierzgta otrzymujace roztwor L-NAME miaty
podwyzszone cisnienie krwi niezaleznie od rodzaju zastosowane;j diety.

Mimo podobnej odpowiedzi ze strony krazenia ogolnego, hemodynamiczna odpowiedz
nerki byta odmienna w zaleznosci od podazy sodu. RBF i MBF byt istotnie obnizony u
wszystkich szczuréw otrzymujacych L-NAME, przy czym zmiany te, szczegdlnie dla RBF, byly
najglebsze u szczuréw spozywajacych diete wysokosodowa (ARBF odpowiednio dla STD=2,2,
dla LS=3,5 oraz dla HS=6,5 ml/min; p<0,05). Odmiennie zachowat si¢ przeptyw krwi przez
korg, ktory byt istotnie nizszy po L-NAME u HS (330425 vs. 636+23 PU), natomiast nie zmienit
si¢ u LS.

Mniejsze obnizenie wartosci RBF i MBF, obserwowane na diecie niskosodowej po
chronicznym zablokowaniu NOS, pozwala przypuszczac, ze NO w warunkach obnizonej podazy
sodu peini marginalna rol¢ w utrzymywaniu hemodynamiki nerek, przynajmniej w obrebie
rdzenia. Ponadto wydaje sig, ze obserwowany wzrost CBF u LS, nie zalezal od zwigkszonej
aktywnosci NOS, skoro ich zablokowanie nie wptyngto na poziom ukrwienia tej strefy nerki. U
szczurdw LS zmiany wydalania byty niewielkie i co znamienne skierowane w przeciwnym
kierunku (raczej obnizenie UysmV i ) niz u szczuréw HS czy STD. Mozna spekulowacé, ze
wylaczenie NOS sprzyja efektywniejszemu zatrzymywaniu Na™ u zwierzat na diecie
niskosodowe;.

Diureza i wydalanie substancji osmotycznie czynnych u szczuréw wysokosodowych byty
jeszcze wyzsze (podwyzszone uprzednio w zwigzku z wysokim spozyciem sodu) po
zablokowaniu NOS, niz u szczuréw nie poddanych chronicznej blokadzie (odpowiednio V:
22,14£3,9 vs. 8,5+0,9 pul/min; UgsyV: 12,8+1,4 vs. 8,2+0,8 posm/min; p<0,05). Sygnat tlenku
azotu w rdzeniu byl nizszy jedynie u szczuréw HS otrzymujacych L-NAME (6520 vs.7915 pA),

cho¢ obnizenie to nie osiagnelo istotnosci statystyczne;.

Wptyw chronicznego zablokowania CYP-450
Zaréwno u szczuréw LS jak i HS stwierdzono nizsze ci$nienie krwi po chronicznym
zablokowaniu CYP-450 (odpowiednio: u LS: 9842 vs. 110+2 mmHg a u HS: 11643 vs. 128+2).

Jednoczesnie nie byto istotnych zmian ukrwienia nerki na zadnej z zastosowanych diet. Jedynie



w obrebie rdzenia nerki odnotowano prawie identyczng ilosciowo, nieznamienng tendencje do
wzrostu ukrwienia u szczuréw otrzymujacych ABT (STD: wzrost 0 29% HS: 029% i LS: o
24%).

Wyrazniejsze zmiany po zablokowaniu CYP-450 dotyczyly czynnosci wydalniczej nerki,
cho¢ 1 w tym przypadku nie wszystkie osiagnely znamiennos¢ statystyczna. Zanotowano istotne
obnizenie diurezy (5,6+0,9 vs. 8,5+1,0 ul/min; p<0,01) i wydalania sodu (1,05+0,27 vs.
2,06+0,27 pmol/min; p<0,01) u HS oraz diurezy (1,6+0,2 vs. 3,8+0,3 ul/min; p<0,05) w tzw.
grupie odniesienia (STD). Podobne tendencje do obnizenia wydalania po ABT obserwowano w
pozostatych grupach doswiadczalnych.

Szczury utrzymywane na diecie standardowej, u ktérych zablokowano CYP-450 miaty
istotnie wyzszy sygnal NO w rdzeniu (9260 vs. 7370 pA, p<0.05), podobnie jak szczury
wysokosodowe (9070 vs. 7900 pA), przy czym w tej ostatniej grupie zmiana nie osiagne¢ta

istotnosci statystyczne;.

Wpyw ostrego zablokowania NOS

Ostre podanie inhibitora NOS spowodowato wzrost MAP oraz obnizenie hemodynamiki
nerek.

W przypadku zwierzat z grupy otrzymujacej pasze STD wczesniejsze wyeliminowanie
aktywnosci CYP-450 nie spowodowato réznic w odpowiedzi na ostre podanie L-NAME,
zarOwno ze strony ci$nienia;jak i hemodynamiki narzadu. Réwniez zmiany w funkc;ji
wydalniczej nerek po ostrym podaniu L-NAME nie byly w sposob istotny modyfikowane przez
uprzednie wylaczenie enzymow CYP-450; ostre podanie L-NAME podwyzszylo diurezg i
wydalanie substancji osmotycznie czynnych. Co godne odnotowania ostre zablokowanie NOS
wywolato obnizenie rdzeniowego sygnatu NO;jedynie u zwierzat u ktorych chronicznie
wylaczono enzymy CYP-450 (STD+ABT i.p.); zmiana wynosita 00 pA (p<0,05).

Warty odnotowania jest fakt, ze u zwierzat utrzymywanych na diecie niskosodowej
wzrost MAP na ostre podanie L-NAME byl mniej wyrazny i przejsciowy. Ostre podanie
L-NAME spowodowato poréwnywalny spadek RBF, niezaleznie czy enzymy CYP-450 byly
aktywne czy nie. Podobnie zachowalo si¢ krazenie rdzeniowe; zmiany MBF wynosity
odpowiednio dla LS (L-NAME) = 42%, dla LS+ABT(L-NAME) = 37%. Ostre podanie
L-NAME istotnie (4 krotnie) zwigkszylo wydalanie sodu;jedynie w grupie szczurow
LS+ABT(L-NAME).

W przypadku ostrego zablokowania aktywnosci NOS u zwierzat HS obserwowano
zblizona wzrostowa odpowiedz ze strony MAP (31-33%). Ostre zablokowanie NOS

spowodowato wyrazniejsze obnizenie RBF i MBF u zwierzat HS z zablokowanym chronicznie



szlakiem CYP-450. Najwigksze obnizenie MBF obserwowano po 60 min od podania inhibitora i
wynosilto ono 37% (p<0,01) dla grupy z aktywnym CYP-450 i 45% (p<0,02) dla grupy z
wylaczonymi enzymami CYP-450. Wzrost wydalania wody, sodu i substancji osmotycznie
czynnych byl znacznie silniejszy po ostrym zablokowaniu NOS u zwierzat z zablokowanym

uprzednio szlakiem CYP-450.

Wplyw ostrego zablokowania CYP-450

Na diecie standardowej ostre podanie inhibitora szlaku monooksygenacji powodowato
istotne obnizenie MAP jedynie u zwierzat STD z zahamowanymi uprzednio syntazami NOS.
RBF i MBF po podaniu inhibitora obnizaty si¢ podobnie niezaleznie czy enzymy NOS byly
aktywne czy nie. Ostre zablokowanie CYP-450 nie spowodowalo istotnych zmian w wydalaniu
wody, jedynie u zwierza z zablokowanymi syntazami NOS obserwowano nieznaczny wzrost
wydalania wody.

Ostre podanie ABT zwierzgtom utrzymywanym na diecie niskosodowej (LS)
spowodowalo istotne obnizenie (10%; p< 0,01) cisnienia krwijedynie u zwierzat pozbawionych
w sposob chroniczny syntaz NO, nie spowodowato natomiast istotnych zmian w hemodynamice
nerek. Dozylne podanie ABT istotnie zwigkszyto (o 80%; p<0,05) wydalanie substancji
osmotycznie czynnych u zwierzat z aktywnym szlakiem NO.

Ostre podanie ABT zwierzgtom utrzymywanym na diecie HS spowodowalo istotne
obnizenie MAP zar6wno u zwierzat z aktywnymi (o 8%)jak i wylaczonymi (o 22%) syntazami
NO.

Obserwowano takze obnizenie wydalania wody, sodu i substancji osmotycznie czynnych w obu

grupach eksperymentalnych.

WNIOSKI

Podsumowujac, zastosowanie u szczuréw wyprzedzajacej, chronicznej blokady aktywnosci
syntaz tlenku azotu (NOS) lub enzyméw szlaku monooksygenacji kwasu arachidonowego
zaleznej od cytochromu P-450 (CYP-450) z nastgpczym blokowaniem aktywnosci
Hhietknigtego” szlaku w do$wiadczeniach ostrych, umozliwito porownawczg oceng udzialu
produktéw badanych szlakow w regulacji ukrwienia i czynnosci wydalniczej nerki oraz w

krotko- 1 dlugoterminowej kontroli ci$nienia krwi w warunkach réznej podazy sodu.



. Potwierdzono znaczenie zwigkszonego spozycia sodu jako istotnego czynnika
sprzyjajacego rozwojowi nadcisnienia oraz udzial obu badanych szlakéw metabolicznych
(NOS 1 CYP-450) w ksztaltowaniu ci$nienia tetniczego krwi. Potwierdzono réwniez, ze
rézna podaz sodu modyfikuje wzajemne relacje pomigdzy NOS i CYP-450 i ponadto

zmienia ich udziat w regulacji czynnosci nerki.

Ukrwienie rdzenia nerki, obszaru coraz czg¢sciej uznawanego za istotny w kontroli
ci$nienia krwi, pozostaje niewrazliwe na r6zng podaz sodu w diecie, przynajmniej w
ciggu 2-3 tygodniowej obserwacji i w badanym zakresie zawarto$ci tego jonu w

pokarmie (0,15-4% Na w/w).

Potwierdzono natriuretyczne i diuretyczne dziatanie pochodnych kwasu arachidonowego
powstajacych w szlaku monooksygenacji zaleznej od CYP-450, oraz przedstawiono dane
zgodne z koncepcja kompetycji o biodostepnos¢ hemu pomigdzy NO (produkt NOS) a
CYP-450.

. Najwazniejsza substancja wykazujaca dzialanie hipotensyjne, szczegdlnie w warunkach
wysokiego spozycia sodu, jest tlenek azotu; 20-HETE w sposdb istotny przyczynia si¢ do

wzrostu cisnienia krwi pod nieobecnos¢ NO.

Mozna podejrzewac, ze zarowno tlenek azotu jak i badane pochodne AA nie odgrywaja
kluczowe;j roli w krotkoterminowej (szybkiej) kontroli ci$nienia w warunkach niskie)
podazy sodu. Naczyniokurczace pochodne AA zaangazowane s3 prawdopodobnie w
dlugoterminowg kontrole cisnienia krwi zaréwno przy niskiej jak i wysokiej podazy sodu
w diecie, pozostajac bez wplywu na cisnienie u szczuréw pozostajacych na diecie

standardowe;j.

W warunkach niskiej podazy sodu pochodne AA zalezne od CYP-450, prawdopodobnie
20-HETE, wydaja sie odgrywac istotng role w krotkoterminowej regulacji objgtosci i

sktadu ptynow ustrojowych
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