I STOSOWANEUJ
INSTYTUT - CENTRUM MEDYCYNY DOSWIADCZALNEJ I KLINICZNEJ PAN

El2bieta Kompanowska-Jezierska

ROLA HORMONU ANTYDIURETYCZNEGO W KSZTALTOWANIU
KOROWO-RDZENIOWEGO GRADIENTU ELEKTROLITOWEGO
W NERCE SZCZURA

Rozprawa doktorska

Promotor:

Prof.dr hab. med. Janusz Sadowski

WARSZAVWA 1992



Serdecznie dzigkuj¢ mojemu promotorowi,
profesorowi Januszowi Sadowskiemu
za wszechstronng pomoc, cierpliwg opiekg
i cenne wskazdwki,

Dzigkuj¢ roéwniez Bozenie Badzyiskiej,
Leszkowi Dobrowolskiemu a takze wszystkim,
dzigki uprzejmosdci ktdérych praca ta
mogla powstad,



SPIS TRE CI

1. WSTEP
1.1. DZIALANIE ADH NA TRANSPORT WODY I MOCZNIKA
W KANALIKU ZBIORCZYM
1.2. DZIAEANIE ADH NA FILTRACJE KEEBUSZKOWA (GFR)
1.3. WPEYW ADH NA PRZEPEYW RDZENIOWY
1.4, BEZPOSREDNI WPEYW ADH NA TRANSPORT NaCl
W PETLI HENLEGO
CEL PRACY
2. MATERIAEL I METODY

2.1. MATERIAEL DOSWIADCZALNY

2.2. PRZYGOTOWANIE ZWIERZ;TIX)DOSWIADCZENIA
2.3. POMIAR PRZEPELYWU KRWI PRZEZ NERKE

2.4, POMIARY ADMITANCJI in situ

2.4.1. Podstawy teoretyczne

2.4.,2. Charakterystyka elektrod

2.5. PRZEBIEG DOSWIADCZENIA

2.5, METODY ANALITYCZNE I OBLICZENIA

2.7. DOSWIADCZENIA UZUPEENIAJACE
(SZCZURY W USPIENIU ETANOLOWYM)

2.8, ANALIZA STATYSTYCZNA
ADDENDUM
3. NYNTIKTI

3.1. DOSWIADCZENIA KONTROLNE (grupa I)
3.2. INFUZJA ARGININOWEJ WAZOPRESYNY (grupa II)

3.3. INFUZJA DEAMINOARGININOWEJ WAZOPRESYNY (grupa III)

16

16
16
18
19
19
20
22
24

26
27

29
33

33
34
37



3.3.1. Infuzja dDAVP u zwierzat z niska lub
umiarkowang diurezg (grupa IIIa)

3.3.2. Infuzja dDAVP u zwierzat z wysoka diurezg
(grupa

3.4, POROWNANIE WYNIKGW W GRUPACH I III

3.5. DZIALANIE INDOMETACYNY U ZWIERZAT
OTRZYMUJACYCH dDAVP

3.5.1. Zmiany admitancji
3.5.2. Zmiany czynnosci nerek

3.6. DZIALANIE AVP I dDAVP U SZCZURGW
W USPIENIU ETANOLOWYM

L, DYSKUSJA
4, . DZIALANIE NATURALNEGO HORMONU
ANTYDIURETYCZNEGO (AVP)

4,2. DZIALANIE ANTYDIURETYCZNEGO AGONISTY
WAZOPRESYNY (dDAVP)

4.3. NASTEPSTWA BLOKADY PROSTAGLANDYN NA TLE
INFUZJI 4dDAVP

4,4, DZIARANIE AVP I dDAVP U SZCZURGW
W USPIENIU ETANOLOWYM

PODSUMOWANTIE I WNIOSKI

PISMIENNICTWO

TABETLE

38

40
42

44
44
45

48

51

51

56

58

60
64

I-VIII



1. "STEP

Podwzgdrzowo-przysadkowy uktad antydiuretyczny wraz z nerka-
mi oraz uklad regulacji przyjmowania wody (mechanizm pragnienia)
sg kluczowymi elementami bioracymi udzia® w utrzymywaniu staiej
objetosci i stalego cisnienia osmotycznego ptyndéw ustrojowych.
Obnizenie objetosci oraz wzrost osmolalnoséci piyndw jest sygnaiem
stymulujgacym zardwno uwalnianie hormonu antydiuretycznego z tylne-
go pitata przysadki jak i mechanizmu pragnienia. Sam hormon anty-
diuretyczny (ADH, wazopresyna) oprécz swego bezposredniego wpiywu
na nerki prowadzacego do obnizenia usuwania wody z ustroju, powo-
duje rdéwniez uczulenie mechanizmu pragnienia na bodZce osmotyczne
(Chwalbiriska-Moneta i Koztowski, 1979) a wiec dodatkowo pobudza
takze przyjmowanie wody. W stanach odwodnienia wspdidziatanie me-
chanizméw kontrolujgcych wydalanie i przyjmowanie wody prowadzi
do przywrdcenia prawidiowej objetosci i stezenia osmotycznego piy-
néw ustrojowycn. Giéwnym przedmiotem zainteresowania w obecne]
pracy byly zagadnienia dotyczace regulacji nerkowego wydalania wo-
dy przez ADH.

nerce istnieja dwa typy receptordw wrazliwychn na wazopre-

syne: V V~. ROznia sie one miejscem wystepowania oraz rodzajem
wewnatrzkomérkowych wtérnych przekaznikéw (second messenger) uak-
tywnianych w nastepstwie zwigzania czgsteczki hormonu z receptorem
Receptory V, zlokalizowano w kigbuszkach nerkowych: w komdrkach
miesni gtadkich tetniczek doprowadzajacych i odprowadzajacych, ko=
mérkach mezangialnych-a takze w komdrkach Srédmigzszowych nerki
(Rose i wsp., 1991). Zwiazanie czasteczki hormonu z receptorem

tego typu powoduje hydrolize fosfatydyloinozytolu. Powstajacy



w wyniku tej reakcji trdéjfosforan inozytolu powocduje nagromadze=-
nie wolnych jondw wapniowych w cytoplazmie komérki (Williamson

i Hansen, 1987). Sa one wtdérnym przekaZnikiem prowadzacym do zmia=-
ny funkcji komdérki po uaktywnieniu receptora przez hormon.

W kanaliku zbiorczym oraz komdrkach grubego odcinka ramienia
wstepujacego petli Henlego niektdérych ssakéw zidentyfikowano re-
ceptory V,. Ten typ receptordéw zwigzany Jjest z ukladem cyklazy
adenylowej i powstawaniem cyklicznego AMP Jjako wtdérnego przekaZ-
nika (Skorecki i wsp., 1986). W ciggu ostatnich lat ustalono, ze
cyklaza adenylowa jest czescig wbudowanego w bione systemu regula-
cyjnego, w sktad ktdrego wchodzg co najmniej trzy podjednostki.

Sg to: receptor, bia*ko regulatorowe G oraz podjednostka katali-
tyczna - C (Ross i Gilman, 1980). Uaktywniony receptor jest wiag-
zany za posrednictwem biatka regulatorowego z podjednostka katali-
tyczng cyklazy adenylowej. W wyniku tego potaczenia dochodzi dc
przeksztaicenia ATP w cAMP i wzrostu Jego stezenia w cytoplazmie
komdérki wrazliwej na ADH (Kinter, 1988).

Cdmienne typy receptordéw posredniczg w odmiennych reakcjach
Nywolywanych w nerce przez ADH. Bezposredni wpiyw tegc hormonu na
przepuszczalnosé Scian kanalika zbiorczego dla wody zachodzi przy
udziale zlokalizowanych tam receptordw v.. Cne réwniez sg zaanga=-
Zowane w proces reabsorpcji mocznika. Wysokie stezZenie mocznika
w $rédmigzszu rdzenia nerki (wysoki korowo-brodawkowy "gradient"
dla mocznika) przy zwiekszonej przepuszczalnosci $cian kanalika
zbiorczego dla wody, stwarza korzystne warunki do Jjej zwrotnej
reabsorpcji.

Hormon antydiuretyczny reguluje nerkowe wydalanie wody takze

zwiekszajac korowc-brodawkowy gradient dla elektrolitdéw, gidwnie

NaCl. Wplyw wazopresyny na gradient jest procesem ziozonym. Uwaza



sie, 2e za posrednictwem receptordéw v. moze ona wpiywaé na tempo
filtracji ktebuszkowej oraz na przepiyw krwi przez rdzen nerki.
Wpiyw na hemodynamike narzadu moze posrednio pociggad za soba
zmiany w korowo-rdzeniowym gradiencie osmotycznym, szczegdlnie

w Jjego komponencie elektrolitowe]j, aczkolwiek kierunek tych zmian
trudno jednoznacznie okreslié. Ponadto wydaje sie, ze wazopresyna,
stymulujac receptory v, w grubym odcinku petli Henlego moZe bez=-
posdrednio nasilaé reabsorpcje NaCl w tym odcinku kanalika. Zwiek-
szenie stezenia elektrolitdéw w tkance rdzeniowej wspomagaXoby za-
lezna od ADH reabsorpcje wody prowadzac do efektywniejszego JjeJ
zatrzymywania w ustroju. Szczegdlowe rozwazania dotyczace regula-
cJi funkcJji nerki przez hormon antydiuretyczny przedstawiono po-

nizej.

1.1. DZIALANIE ADH NA TRANSPORT WODY I MOCZNIKA W KANALIKU
ZBIORCZYM

Najbardziej znanym i istotnym dzia*aniem wazopresyny na ner=-
ke Jjest Jjej wpiyw na reabsorpcje wody i mocznika w kanaliku zbior-
czym. Cdbywa sie on poprzez zwiazanie hormonu z receptorami VY,

w wyniku czego dochodzi do uaktywnienia cyklazy adenylowej i do
wzrostu stezenia cyklicznego AMP wewnatrz komdrek wrazliwych na
ADH.

Dla zrozumienia wpiywu wazopresyny na przepuszczalnos$é $cian
kanalika zbiorczego nalezy zdad sobie sprawe ze zrdéznicowania
strukturalnego rdéznych jego odcinkdéw. Ze wzgledu na budowe morfo-
logiczng mozna kanalik zbiorczy podzielid na dwa odcinki

a) odcinek polozony w korze, rdzeniu zewnetrznym i w czesdci
rdzenia wewnetrznego graniczacej z rdzeniem zewnetrznym. Zbudowa=-

ny cn jest z komdérek gidwnych i wstawkowych. Komérki giéwne wyka=



zuja pewna podstawowg przepuszczalnosé dla wody wielokrotnie
wzrastajgca pod wpiywem ADH, sg natomiast nieprzepuszczalne dla
mocznika., Rola komdérek wstawkowych w tym procesie Jjest niejasna
(Handler, 1988).

b) tzw. odcinek korcowy ("terminal collecting duct") poXozony
giebiej w rdzeniu wewnetrznym. Zbudowany on Jjest z nieco innego
typu komdrek. Sg one wieksze oraz rdéznig sie budowa jadra i roz-
mieszczeniem organelli komdérkowych. W warunkach podstawowych ko=
mérki te wykazuja dosé wysoka przepuszczalnos$é dla mocznika, kté-
ra wzrasta wyraznie pod wplywem wazopresyny (Knepper, 1990).

Najnowsze dane pochodzace z badan biochemicznych i molekular-
nych wyJjasniajg mechanizm przechodzenia wody przez sSciane kanalika
na poziomie komdérkowym. Jest to tzw. "mechanizm wahadlowy" (shuttle
mechanism). W cytoplazmie znajduja sie pecherzyki zawierajace
agregaty bialkowe, ktdére pod wpiywem ADH *3czg sie z biong lumi=-
nalng komdérki kanalika zbiorczego wbudowujac w jej sSciane tzw.
kanaly wodne. Wraz z obniZeniem stezenia hormonu struktury te sg
uwalniane z biony ulegajac endocytozie, w wyniku czego przepusz-
czalno$é dla wody obniza sie (Handler, 1988; Harris i wsp., 1991).

Transport mocznika w xomdrkach koricowego odcinka kanalika
zbiorczego zachodzi za posSrednictwem bialkowych transporterdw
mocznika znajdujacych sie zardwno w bZonie luminalnej, jak i bazo=-
lateralnej. Jest sprawg niejasng czy wazopresyna zwieksza tzw.
utatwiong dyfuzje mocznika powodujac wbudowanie wiekszej liczby
transporteréw czy tez uaktywnia transportery juz w bionie istnie-
jace lecz wczesniej nieaktywne (Knepper, 1990).

Nidaé wiec, ze zardéwno transport wody jak i mocznika jest
kontrolowany przez wazopresyne (za posrednictwem receptorow V,)

lecz regulacja tych dwoch procesdw jest czesSciowo niezalezna.



Kluczowe znaczenie miato wykazanie, ze reabsorpcja wody i mocznika
nie przebiega rdéwnolegle wzdiuz kanalika zbiorczego. Dzigki zwigk-
szonej reabsorpcji wody w poczgtkowych odcinkach kanalika zbiorcze-
g0, nisprzepuszczalnych dla mocznika, jego stezenie w Swietle kana-
lika podwyzsza sie (Ryc. 1). Kiedy plyn kanalikowy doptywa do kor-
cowego odcinka potozonego w rdzeniu wewnetrznym, mocznik dyfunauje
(w duzym stezeniu) do otaczajacego $rédmigzszu. Wysokie jego ste-
zenie w plynie $rddmigzszowym powoduje wtdrnie nasilenie reabsorp-
cji wody. Mimo zwrotnej dyfuzji mocznika z $rdédmigzszu do Swiatia
dtugich petli Henlego (rozpraszanie gradientu mocznika), obecnos$é
ADH powoduje, 2Ze coraz wiecej wody ulega reabsorpcji i zwieksza
Sie stezenie mocznika w ptynie dostarczanym do rdzeniowego odcinka
kanalika zbiorczego i do otaczajacego $rddmigzszu (Bankir, 1991).
Wzrost gradientu mocznika pod wpiywem ADH oraz zwiekszona reabsorp-
cja wody maja kluczowe znaczenie dla procesdw zageszczania moczu.

W tym miejscu nalezy przypomnieé, ze przy ustalonej przepusz=-
czalnosci Scian kanalika dla wody, sila napedzajaca jej transportu
jest obok mocznika rdwniez wysokie stezenie elektrolitdéw, gidwnie
NaCl, w Srdédmigzszu nerki. Z najnowszych badai Sands i Schrader
(1991) wynikatoby, Ze transport mocznika w kanaliku zbiorczym
zwigksza siz rdwniez przy wyzszym stezeniu 2l2ktrolitdw w otacza=-
jacym $rdédmigzszu,

Znane sg czynniki modulujgce wpilyw wazopresyny na przepusz-
czalnos¢ Scian kanalika zbiorczego dla wody. Jednym z najwazniej-
szych sa prostaglandyny (PG) hamujace stymulowang przez ADH re-
absorpcje wody. Wydaje sig, Z2e antagonistyczne dziatanie zachodzi
wewnatrz komdrki prowadzac do obnizenia stezenia cAMP. Szerzej
przyjety poglad méwi o wplywie prostaglandyn na etapie prowadzacym
do aktywacji cyklazy adenylowej po zwigzaniu czgsteczki ADH z re=-

ceptorem. Nis wyklucza sie rdéwniez stymulujacego wpiywu PG na
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yc. 1. Schemat kanalika zbiorczego z zaznaczenienm
lokalizacji reabsorrcji wody i mocznilma
(urea) zvigkszanej dodatkowo przez hormon

an<ydiuretyeczany.



synteze fosfodiesteraz rozktadajgcych cykliczny AMP (por. przeglad
Raymond i wsp., 1986; Handler, 1988). Z doniesier Xrothapalli
i Suki (1984) wynika, 2Ze noradrenalina w dawkach farmakologicz=-
nych antagonizuje dziat*anie ADH na transport wody. Wyniki ostat-
nich badan z uzyciem specyficznych agonistdéw receptordw C(2 suge=-
ruja, 2e obnizaja one stymulowang przez ADH aktywnos$é cyklazy ade=-
nylowej (Gellai, 1990).

‘Nyniki badan na izolowanych perfundowanych korowych odcin-
kach kanalika zbiorczego sugeruja, ze ADH moze rdéwniez stymulowad

transport sodu w tym odcinku nefronu (Reif i wsp., 1986).

1.2. DZIAELANIE ADH NA FILTRACJE KEEBUSZKOWA (GFR)

Dane dotyczace wpiywu wazopresyny na filtracje kiebuszkowa
Sg rozbiezne. W wielu wczesnych badaniach obserwowano obnizenie
tempa filtracji po podaniu hormonu; rdéwniez ostatnio Rose i wsp.
(1991) zanotowali przejsciowy spadek GFR u pséw, jednak wystapil
on po zastosowaniu farmakologicznych dawek ADH.

Wazopresyna moglaby obnizad filtracje w zwigzku z kurczacym
dziataniem tego hormonu na naczynia klebuszka (obnizenie filtracji
byloby pochodng obnizenia przeptywu krwi przez kiebuszek) jak tez
wykazywanym w badaniach hodowli tkanxowych obnizZeniem powierzcihni
filtracyjnej w nastepstwie skurczu komdrek mezangialnych (Ausiello
i wsp., 1980; Tribollet i wsp., 1988).

Istnieja réwniez doniesienia, ze po podaniu nizszych dawek
wazopresyny (fizjologicznych) nie wystepuja 2adne zmiany w hemody-
namice nerek (Sondeen i Claybaugh, 1989; Smith i wsp., 1979) lub
tez obserwuje sie wzrost tempa filtracji kiebuszkowe] (Banks,

1976; Gellai, 1982).



Wzrost filtracJji zalezny od wazopresyny mozna by wytiumaczyd
selektywnym dzialaniem tego hormonu na tetniczke odprowadzajaca.
Zmniejszenie jej Swiatla przy niezmienionej Srednicy tetniczki
doprowadzajacej moze prowadzié do wzrostu cisnienia krwi w naczy-
niach wiosowatych kiebuszka a wiec i zwiekszenia efektywnego cis-
nienia filtracyjnego. Pewnym potwierdzeniem dla ewentualnego funk-
cjonowania takiego mechanizmu sg wyniki ostatnich badan mikrokra-
zenia klebuszkowego przeprowadzonych przez Edwardsa i wsp. (1989).
Ich dane wskazuja, 2e wazopresyna za posSrednictwem receptordw V1
kurczy tetniczke odprowadzajgca pozostajac bez wpiywu na tetniczke
doprowadzajaca kiebuszka. Wynikajacy z tego wzrost filtracji po-
cigga za sobg miedzy innymi wzrost przesgczonego tadunku chlorku
sodu a wiec i zwiekszong dostawe NaCl do petli Henlego. Nastep-
stwem tych zmian mozZe by¢ zwiekszona reabsorpcja NaCl w tym odcin=-
ku a w konsekwencji podwyzszenie korowo-rdzeniowego gradientu elek-
trolitéw w nerce. Jednak obserwowane in vivo zmiany tempa filtracji
kiebuszkowej po umiarkowanym podwyzszeniu stezenia wazopresyny we
krwi nie sg zbyt duze i nie przypisuje sie im istotnego znaczenia

(Bankir, 1991).

1.3. WPLYW ADH NA PRZZIPLYW RDZENIOWY

Wazopresyna moze wpiywad na catkowity przeplyw krwi przez
nerke lub tez zmieniad jego wewnatrznerkowa dystrybucje. Najlicz-
niejsze badania dotyczg dziatania tego hormonu na przepiyw rdze-
niowy.

Wptyw fizjologicznych dawek hormonu antydiuretycznego na wiel=-
k08¢ przepiywu rdzeniowego Jjest kwestig sporng. Niektdrzy badacze
obserwowali niewielki wzrost przeplvwu rdzeniowego (Persson i wsp.,

1974; Johnson i wsp., 1977), inni nie zanotowali 2zadnych zmian



(Gussis i wsp., 1979b). Natomiast wiekszos$é danych sugeruje obni=-
zenie przeplywu rdzeniowego w wyniku podawania wazopresyny (Thu-
rau i wsp., 1962; Cross i wsp., 1975; Bayle i wsp., 1982). Huang
i wsp. (1990) wykazali, ze presyjne dawki ADH wywoluja obnizenie
przepiywu krwi zardwno w korze jak i w brodawce nerkowej za po-
Srednictwem receptordéw v..

W Swietle ostatnich badan z uzyciem specyficznych antagonis-
tow dla receptordw V i V, wazopresyna moze zmniejszaé rdzeniowy
przeplyw krwi na dwéch drogach. Jest to przede wszystkim bezpo-
Sredni wplyw hormonu powodujacy prawdopodobnie skurcz tetniczek
odprowadzajgcych nefrondéw przyrdzeniowych poprzez stymulacje re-
ceptoréw V (Zimmerhackl i wsp., 1985; Pallone i wsp., 1990).
Sugeruje sie réwniez pewien posredni, hipotetyczny wpiyw wynika-
jacy ze zmian objetosci wody doplywajgcej do naczyn prostych
(vasa recta), uprzednio zreabsorbowanej w korcowym odcinku kana-
lika zbiorczego. Z obserwacji Jamisona i wsp. (1971) wynika, ze
w stanie antydiurezy zaleznej od ADH ilos$é wody zreabsorbowanej
w tym odcinku kanalika (polozonym w rdzeniu wewnetrznym) jest
mniejsza niz w stanie diurezy wodnej, mniejsza Jjest takze obje=-
tosé wody wychwytywana przez vasa recta i w zwigzku z tym "obje-
tosciowy" przeptyw w rdzeniu obniza sie (Kiberd i wsp., 1986,
1687). Nalezy podkreslié, ze caltkowita obJjetosé wody zreabsorbo=-
wana w kanalikach w obecnosci ADH jest oczywiscie wieksza (zwiek-
szona przepuszczalnosé scian kanalika zbiorczego dla wody na ca=-
tej jego dlugosci oraz wysoki gradient mocznika w $rédmigzszu)
niz w stanie wysokiej diurezy.

W¥plyw obnizenia przeplywu krwi przez rdzen na wielkosé koro-
wo=broaawkowego gradientu osmotycznego w nerce nie Jjest jednoznac

ny. W zwigzku z redukcjg przepiywu krwi przez naczynia proste mo-

ze obnizac sie tempo usuwania substancji osmotycznie czynnych ze



$rdédmigzszu rdzenia. Skutkiem tego procesu byiby wzrost gradientu.
Z drugiej strony wiadomo, Ze objetos$é wody odprowadzana ze Srdd-
migzszu Jjest funkcja przepiywu krwi. Bardzo znaczne obnizenie
przepiywu stwarza gorsze warunki do odprowadzania wody zreabsor-
bowanej w kanalikach i w zwigzku z tym dochodzi do rozcienczania
substancji osmotycznych w $rdédmigzszu a wiec obnizenia korowo-
-brodawkowego gradientu w nerce (Abbrecht, 1961). Z powyzszych
rozwazan widaé jak trudno przewidziedé kierunek zmian gradientu
osmotycznego w nerce w zwigzku z obnizeniem przepiywu krwi przez
jej rdzen.

Bardzo trudno rdwniez udowodnié wpiyw wazopresyny na wiel-
ko$¢é przeplywu rdzeniowego, poniewaz jest ona w tym zakresie tyl=-
ko jednym z czynnikdw regulacyjnych. Obok wazopresyny rdwniez
angiotensyna II i aminy katecholowe kurcza naczynia nerkowe ob=-
nizajac tym samym przepiyw krwi. W przeciwnym kierunku dziataja
prostaglandyny, kininy i adenozyna, prowadzace do zwiekszenia

przepiywu krwi przez rdzen.

1.4, BEZPOSREDNI WPLYW ADH NA TRANSPORT NaCl W PETLI HENLEGO

Cd dawna wiadcmo, ze doswiadczalne odwadnianie zwierzgt vo-
woduje wybitne wzmozZenie zageszczania i wydalanie moczu o osmo-
lalnosci duzo wyzszej niz wartosci osiggane po podaniu nawet du-
zych dawek egzogennego ADH., Wysoki poziom endogennego hormonu
w warunkach odwodnienia lub tez przewlekle jego podawanie powo-
dowalo oprdcz zwiekszenia reabsorbcji wody w kanaliku zbiorczym
(wzrost T ) rdéwniez wzrost stezenia sodu i mocznika w tkance
rdzeniowej (Hai i Thomas, 1969; Atherton i wsp., 1971; Morel,

1963). Obserwacje te pozwalaly przypuszczaé, ze ADH oprdcz swegc
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szybkiego dziatania na Sciane kanalika zbiorczego (na reabsorpcje
wody i mocznika), wywoiuje by<é moze rdwniez bezposdredni wpilyw na
transport chlorku sodu powodujac wzrost jego stezenia w rdzeniu.

Wiadomo, Ze intensywna czynna reabsorpcja NaCl, bedaca pier=-
wotna sila napedowa do tworzenia korowo-rdzeniowego gradientu e-
lektrolitowego, zachodzi w grubym odcinku wstepujacego ramienia
petli Henlego (Wirtz, 1956; Gottschalk i Mylle, 1959). Mozna wiec
byto oczekiwadé, ze ADH stymuluje transport NaCl w tym wlasnie od=-
cinku kanalika. ¥ pewnej niezgodnosci z tym przypuszczeniem pozo-
stawaly wyniki badan, w ktdérych podawanie ADH nie wpiywalo na wy-
dalanie sodu lub nawet powodowalo Jjego wzrost. Bardzo wielu bada-
czy obserwowalo w réznych warunkach doswiadczalnych natriuretycz-
ne dziatanie wazopresyny u ssakéw lub Jjej homologdw u nizszych
kregowcéw (Anslow i Wesson, 1955; Ali, 1958; Martinez=-Maldonado,
1971; Kurtzman i wsp., 1975).

Natomiast prdby sprawdzenia czy hormon antydiuretyczny sty-
muluje reabsorpcje jondw (Na+; Cl ) w nablonkach pozanerkowych,
w ktérych zachodzi ich aktywny transport, daty na ogdt wyniki
zgodne z hipoteza o stymulacji transportu w petli Henlego przez
ADH (przeglad: lMorel, 1963). W doiwiadczeniach przeprowadzanych
in vitro na skérze i pecherzu ptazdw obserwowano, ze wazotocyna
stymuluje aktywny transport sodu, badz tez wykazywano jednoczesny
wpiyw hormondw podwzgdrzowych (wazotocyna, oksytocyna) zardéwno na
transport wody jak i sodu. Podobny wpityw tych hormondéw na aktywng
reabsorpcje sodu zaobserwowano réwniez w kanalikach nerkowych
nizszych kregowcdéw (Jard i Morel, 1963).

Wyniki przytoczonych doswiadczen umacniaty poglad, ze hormon
antydiuretyczny moze stymulowaé transport NaCl, takze w petli

Henlego u ssakdw. Jednakze dostarczenie danych bedacych bezposred-

nim potwierdzeniem tej hipotezy by*o mozliwe dopiero po opracowa-
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niu tachniXx mikropunkcji oraz izolacji i perfuzji izolowanych
kanalikdw nerkowych oraz dzieki rozwojowi badar biochemiczaych
i molekularnych.

Dane pochodzgce z badan in vitro jako pierwsze potwierdzilty,
ze hormon antydiuretyczny stymuluje transport jondw w grubym od=-
cinku ramienia wstepujacego petli Henlego u niektdérych gatunkdw
zwierzat (Imbert-Teboul i wsp., 1978; Sasaki i Imai, 1980). Zja-
wiska tego nie obserwuje sie w kanalikach psa i czlowieka (Char-
bardes i wsp., 1980; Ruggles i wsp., 1985). Obecnie wiadomo, ze
receptorami posdredniczgcymi w tym procesie sg receptory V, a pier-
wszym sygnalem wewnatrzkomdrkowym jest wzrost stezenia cykliczne=-
go AMP, Fizjologiczne znaczenie tego procesu jest nie do korca
jasne gdyz stezenie ADH potrzebne do uzyskania stymulacji trans-
portu jondw w petli jest pieciokrotnie wyzsze niz stezenie hormonu
powodujace wzrost reabsorpcji wody w kanaliku zbiorczym (de Rouffi-
gnac, 1990; Bankir, 1991). Nie ma rdwniez zgodnej opinii co do
tego, ktdry z systemdéw transportujacych jest pierwszym elementem
zmieniajacym sie pod wpiywem ADH a wiec inicjujacym sekwencje
zdarzen prowadzacg do zwigkszonej reabsorpcji chlorku sodu w gru-
Oym odcinku petli.

Na Ryc. 2 przedstawiono komérks grubego odcinka ramienia
wstepujacego petli Henlego wraz z funkcjonujacymi w niej ukiada=-
mi transportujacymi jony. Wedtug mechanizmu stymulacji receptordw
V2 proponowanego przez Schlattera i Gregera (1985) dzialanie ATCH
polegaioby na bezposrednim zwigkszeniu przewodnodci bony bazola=-
teralnej dla jondw chlorkowych. Zgodnie z tym modelem, w badaniach
Halla i Varneya (1980) oraz Sasaki i Imai (1980) przeprowadzonych

na izolowanych kanalikach myszy i szczurdw obserwowano pod wpiywem
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néw w xomnérce rdzeniowago
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u
grutego odcinka wstgpujacego petli Henlego (=TALH). Hor-
zon antydiuretycazny (AJL) za posrednictwem receptordw V,,
cyxlazy adenilowej i cAMF aXk:tywuje -anaz chlorkowy bXony
bazolateralnej (3), co z kolei przyspiesza trocesy trans-
portu jondw poprzez obie Sciany kozdrki aTALE (4) i zwie-

ksza reatsorprcje, gidwnie Nall, ze fwiatza petli 3. do

wm

rédmigzszu. Froces ten hamowany jest przez PGEZ - znie-
sienie tego hamowania za pomoca indometacyny (Ind) powo-
duje "odhamowanie" stymulujacego dziaiania DH, itransport
daCl wzrasta i stezenie elektrolitdw w srddmiazszu ota-

czajacym petle podwyzsza sie.
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ATH wzrost dodatniego ("lumen positive") potencjaiu transepitelizl
nego i zwiazany z tym wiekszy wypiyw Jjondw C1” z komdrki. Zwigk-
szony wyplyw jondéw chlorkowych mialby prowadzié¢ do wiekszej ak-
tywnosci ukladu kotransportujacego jony K*; Na™; 2C1” na blonie
luminalnej. Zwiekszone w konsekwencji stezenie jondw Na* wewnatrz
komérki mialoby stymulowaé zardéwno aktywnosé ATP-azy transportujg-
cej Na* i K* w bxonie bazolateralnej jak i elektroobojetny
transport K¥ i €17 (Ryc. 2). Ostatecznie prowadziloby to do
wzrostu '"netto" transportu NaCl ze swiatta grubego odcinka wste-
pujacego petli Henlego do otaczajgcego Srdédmigzszu.

Inna grupa badaczy reprezentuje poglad, iz ADH wpiywa pier-
wotnie na bione luminalng zwiekszajac jeJ przepuszczalnoscé dla
jonéw potasowych (Steven, 1984; Molony i wsp., 1989). Wzrost ten
mégiby zaleze¢ zardéwno od zwiekszonej liczby kanaldéw potasowych
Jak 1 jednostek kotransportujacych Na+; K+; 2C1” w bionie lumi-
nalnej (Ryc. 2). Wediug tych autordéw zwiekszona reabsorpcja chlor-
kéw bylaby zjawiskiem wtérnym. Wszystko to stwarza réwniez lepsze
warunki do przechodzenia jonéw Na¥ ze s$wiatla kanalika drogami
paracellularnymi (Steven, 1984; Xoeppen, 19%90) i moze przynajmniej
N czesci odpowiadaé za wzrost reabscrocii NaCl pod wpiywem hormo-
nu antydiuretycznego. Ostatnie badania Suna i wsp. (1991) sugeru-
Ja nawet, Ze w warunkach podstawowych w blonie luminalnej odbywa
sie kotransport Na* i C17 bez udzialu jonow K*, Popiero pod wpiy-
wem ADH jony potasowe zaczynaja uczestniczyé w tym procesis zmie-
niajgc jego charakter, badZ tez aktywuja dodatkowy uktad kotrans-
portujacy, ktéry przenosi rdéwniez jony potasowe (system kotrans=-
portujacy Na*; K*; 2c17).

Z powyzszych rozwazan widaé, ze ostateczne wyjasnienie me-

chanizmdéw lezacych u podloza zjawiska stymulacji transportu jondéw

W Petli Henlego pod wplywem wazopresyny wymaga dalszych studidw.
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W dalszym ciggu nie ma rdéwniez wystarczajacych danych, ktdre wy=-
jadniatyby biologiczng role tego procesu a w szczegdlnosci brak
doswiadczeri prowadzonych na catej nerce u zwierzat znajdujacych
sie w warunkach zblizZzonych do fizjologicznych. Jedynie mikropunk-
cyjne badania grupy de Rouffignaca (1990) uzupeilniajg w czesci
ten brak. Pewne trudnosci w interpretacji tych badan zwigzane sg
Zz uzyciem zwierzat pozbawionych catego szeregu endogennych hormo-
néw: wazopresyny, parathormonu, kalcytoniny i glukagonu (tzw.
hormone deprived model) oraz trudnos$ciami zwigzanymi z bezposred-
nim nakluwaniem gteboko potozonych odcinkdéw petli. Mimo wspomnia-
nych ograniczen badania te potwierdzily wpityw stymulacji recepto=-
row V2 na transport NaCl w grubym odcinku ramienia wstepujgcego
petli Henlego a ponadto scharakteryzowaly udzial innych hormondw
w regulacji tego transportu. Stwierdzono na przyktad, ze glukagon
i kalcytonina wspomagajg dziatanie ADH stymulujac reabsorpcje NaCl
w petli Henlego (Steven, 1984; de Rouffignac, 1990). Réwniez aldo-
steron oraz stymulacja receptordw /g-adrenergicznych powoduje
wzrost reabsorpcji NaCl w tym odcinku (Steven, 1984, Koeppen, 1990).
Gidwnym czynnikiem hamujgcym dziatanie hormonu antydiuretycz-
nego na transport jondw sa prostaglandyny 2 przede wszystkim PGE2
syntetyzowana w komdrkach Srdédmigzszowych rdzenia nerki. Z badan
mikropunkcyjnych oraz doswiadczen prowadzonych na izolowanych od=-
cinkach ramienia wstepujgcego petli Henlego wiadomo, Ze prosta=-
glandyny hamuja zalezne od ADH gromadzenie cyklicznego AMP w ko=
mérce (Kauker, 1977; Torikai i Kurokawa, 1983). Wydaje sie, ze
stymuluja one hamujaca podjednostke systemu cyklazy adenylowej =
nukleotyd guaninowy, co w konsekwencji prowadzi do zahamowania
syntezy cyklicznego AMP (Koeppen, 1990). Jest rdéwniez rzecza znana,

ze wzrost hypertonii osmotycznej rdzenia (np. pod wpiywem ADH)
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powoduje zmniejszenie transportu NaCl w petli zardwno poprzez
zwiekszony zwrotny przeplyw Na* do $wiatta (backleak) jak i przez
bezposredni wpiyw NaCl i mocznika na aktywnos$é cyklazy adenylowej
oraz na synteze prostaglandyn (Hebert i wsp., 1981; Molony, 1989;
Koeppen, 1990). Caly system wzajemnych interakcji czynnikdw re-
gulujgcych rozwazany proces komplikuje sie Jjeszcze bardziej jeze-
1li uwzglednié dodatkowo znany fakt, iz sam hormon antydiuretyczny
zwieksza synteze prostaglandyn poprzez stymulacje receptordw

w komdérkach srdédmigzszowych (Steven, 1984; Leite, 1990).

X X X

Reasumujgc, regulacja objetosci wody w organizmie zalezy od
wspdtdziatania ukladu antydiuretycznego kontrolujgcego nerkowe
wydalanie wody i mechanizmu pragnienia odpowiedzialnego za uzu-
peinianie jej strat. Hormon antydiuretyczny powoduje oszczedzanie
piynéw wpitywajgc bezposrednio na przepuszczalnosé Scian kanalika
zbiorczego dla wody oraz by¢ moze takze posrednio, poprzez regula-
cje korowo-brodawkowego gracdientu osmotycznego w nerce (wpiyw na
komponente elektrolitowa tego gradientu przedstawiono na Ryc. 3).
NajwyraZnieiszym, bezposrednim i najlepiej udokumentowanym dzizZa-
niem nhormonu na gradient jest zwiskszenie reabsorpcji mocznika
w koncowym odcinku kanalika zbiorczego, wspomagajace wtdrnie tran=-
sport wody. Kierunek zmian gradientu zaleznych od wpiywu ADH na
hemodynamike nerek jest trudny do przewidzenia, bowiem opisywane
zmiany filtracji i rdzerniowego przepiywu Krwi pod wpiywem wazopre-
syny sg prawdopodobnie niewielkie i nie przypisuje im sis istotne]
roli, Jak wspomniano wczesniej fizjologiczne znaczenie stymulacji

przez wazopresyne transportu NaCl w petli Henlego a wisc zwigksze=-
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nie elektrolitowej komponenty gradientu, nie jest oczywiste. Wydaje
sie Jednak, ze proces ten Jest najpowolniejszym efektem dziatania
ADH i mozZe raczej odgrywad rols w stanie dlugotrwatego odwodnienia
zwiekszajac dodatkowo site ssgcg (driving force) dla reabsorpcji
wody.

Wykazywanie wybidrczych zmian transportu NaCl w petli Henlego
w doswiadczeniach in vivo jest rzeczg trudng. W naszej pracowni
zmiany te ocenia sie poprzez obserwacje stezenia elektrolitdw w
otaczajacym petle Srddmigzszu rdzenia nerki w oparciu o pomiary
admitancji elektrycznej tkanki (Sadowski i Portalska, 1983). Wielo=-
letnie badania potwierdzily, 2e admitancja odzwierciedla w sposdb
wiarygodny stezenie NaCl w piynie Srddmigzszowym i zmienia sie w
tym samym kierunku co transport soli w petli (Sadowski, 1992).

CEL PRACY

Wobec szczupiosdci danych dotyczgcych dzia*ania hormonu antydiu-
retycznego na transport NaCl w petli Henlego w warunkach in vivo,
podjetam prébe wykazania takiego wpiywu u szczurdw w udpieniu
barbituranowym. WskaZnikiem zmian transportu w petli bylo stezenie
elektrolitdéw w $rdédmigzszu rdzenia nerki mierzone w sposéb ciggily
jako admitancja elektryczna tkanki. Aby stworzydé podstawy do pei-
niejszej interpretacji zmian stezenia soli w rdzeniu dokonywalam
jednoczeéniz pomiardw hemodynamiki i czymnosci wydalniczej badane
nerki,

Bezposrednim celem doswiadczer byto ustalenie czy stymulacja
receptordw V, in vivo za pomocag egzogennej wazopresyny lub jej
specyficznego agonisty - 4dDAVP powoduje wzrost stezenia elektrolité
w otaczajacym petle Srddmigzszu. Dodatkowo staratam sie wyjasdnid
czy w zastosowanych warunkach doswiadczalnych prostaglandyny sa
istotnym czynnikiem antagonizujgcym wptyw ADH na transport NaCl
W petli Henlego.



2. MATERTIAL I METODY

2.7. MATERIALZL DOSWVIADCZALNY

Doswiadczenia przeprowadzono na samcach szczurdw rasy Wistar
0 Srednim ciezarze ciaia 312 + (SD) 22 g. Zwierzeta miaty wolny
dostep do wody i pokarmu (standardowa chrupka biatkowa) do dnia

dodéwiadczenia.

2.2, PRZYGOTOWANIE ZWIERZAT DO DOSWIADCZENIA

Szczury usypiano za pomoca preparatu Inactin (Byk Gulden,
Konstanz, RFN) - soli sodowej kwasu 5=-etylo=5-(1-metylo-propylo)-
-2=-tio-barbiturowego - w dawce 100 mg/kg ciezaru ciata, podawane]j
dootrzewnowo. Inactin (suchy proszek) rozpuszczano w wodzie desty-
lowanej; objetosé ptynu dostarczana zwierzeciu z narkoza odpowia=-
data ok. 0,2% ciezaru ciaia.

N ciagu catego doswiadczenia mierzono temperature ciala za
pomoca czujnika termistorowego umieszczonego w odbycie szczura.
Stabilno$é temperatury (ok. 37°C) uzyskiwano dzieki lampom i piyt-
ce grzejnej, na ktdérej zwierze lezato w trakcie doswiadczenia.

Po odsionieciu tchawicy umieszczano w niej rurke polietylenowa
poprawiajaca droznosé drog cddechowych i w razie potrzepy umozli-
iajaca usuwaniz zbierajacej sies w nich wydzieliny.

Cisnienie tetnicze mierzono przez kaniule wprowadzong do
t. udowej, potaczona z przetwornikiem cidnienia P 23 Db (Statham,
Puerto Rico) wspdipracujacym z moduilem do pomiaru cisnienia apa-
ratu TM 503 (Tektronix, USA).

W celu zrekompensowania utraty piyndw, w okresie przygotowa-
nia zwierzat do doswiadczenr prowadzono stalg infuzje 3% roztworu

albuminy wolowej (Wytwdrnia Surowic i Szczepionek, Krakdéw) w roz=-
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tworze Ringera (2,4 ml/h) o sktadzie: Na* - 140, X* - 4, Ca“* - 2
C1” - 106 i HCO; - 40 mmol/l, przez kaniule wprowadzong do zyty
udowe j.

Wprowadzano réwniez kaniule do zyly Jjarzmowej (zewnetrznej),
aby pdéZniej potgczyé ja pozaustrojowo z 2ylg nerkowg w celu po=-
miaru wypiywu zylnego z nerki (por. nizej).

Nastepnie dokonywano ciecia ledZwiowego odstaniajacego lewa
nerke, ktdra unisruchamiano w specjalnym pojemniku, powszechnie
uzywanym w mikropunkcyjnych badaniach kanalikéw nerkowych. Po wy=
preparowaniu moczowodu wprowadzano do niego cewnik umozliwiajacy
zbidrke moczu.

W dalszej kolejnosci usuwano tkanke tluszczowg otaczajaca
naczynia nerkowe (tetnice i Zyle) co w sposéb nieunikniony wiag-
zalo sig z czesciowym odnerwieniem nerki. Po odsionieciu naczyid
nerkowych przystepowano do uruchomienia pozaustrojowego krazenia
krwi na odcinku od zyty nerkowej do zyly jarzmowej (v. jugularis)
co umozliwiato bezposrednie mierzenie wypiywu krwi 2ylnej z nerki
(dokadniejsze omdéwienie metody patrz 2.3).

Z chwilag uruchomiznia krazenia pozaustrojowego i uktadu do
pomiaru przepiywu vl wkiuwano w odsXonista nerke elektrody 13ic
we do pomiardw admitancji elzktrycznej rdzenia. Podstawy teore=-
tyczne tych pomiardw oraz charaktervstyke zastosowanych w tej
pracy elektrod igtowych przedstawiono w roz z. 2.4.

Schemat calego ukladu doswiadczalnego przedstawiono na Ryc.
Na zwierzetach przygotowanych w opisany wyzej sposdb przeprowadzo
no doswiadczenia, w ktérych misrzono jednoczesnie w lewej nerce:
catkowity przeptyw krwi - RBF
admitancje tkanki rdzeniowej = Y
tempo filtracji klebuszkowej - GFR

diureze minutowa = V
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Ryc. 4. Schemat ukadu doéwiadczalnego. Admitancje (Y) mierzono
w nerce in situ za pomocg elektrod igiowych. Frzepiyw
xrwi trzez nerke (RBF) mierzono jako wypiyw zylany z ner-
ki w ukfadzie krazenia rozaustrojowego z. nerkowa(renal
vein) - 2. jarzzowa (jugular v.) i rejestrowano w srosdb
ciagXy. Mierzono takze cisnienie tgtnicze krwi (8P) i pro
wadzono zbidrke zoczu (urine) do ozraczania filiracji

xigbuszkowej (GFR) i wydalania nerkowego.
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stezenie substancji osmotycznie czynnych w moczu = Uosm

stezeni mocz - U, +
tezenie sodu w moczu UNa

2.3. POMIAR PRZEPLYWU KRWI PRZEZ NERKE

Szczegdlowy opis zastosowanego w tej pracy pomiaru przepiywu
krwi przez nerke RBF przedstawiony zosta* w publikacji metodycz-
nej Sadowskiego i wsp. (1988). W niniejszej pracy przedstawiono
tylko ogdlny schemat tej metody.

Kilka minut przed wprowadzeniem kaniuli do zyly nerkowej
podawano dozylnie 100-150 j.m. heparyny, aby zapobiec tworzeniu
sie skrzepdw w pozaustrojowym krgzeniu. Po umieszczeniu kaniuli
w 2yle nerkowej krew z nerki odptywata do bocznicy drenu odprowa-
dzajacego krew (z udzialem pompy rolkowej) do zyly jarzmowej.

W momencie kiedy krew w bocznicy osiggala poziom fotokomdrki, ta
wysylala impuls do pompy powodujac JjeJj uruchomienie. Pompa prze-
suwata porcje krwi do Z. Jjarzmowej, co obnizato poziom krwi w bo-
cznicy z fotokomdrka, ktdra z kolei wylaczata pompe itd., itd.
Cykl ten powtarzal sie bez przerwy w ciggu calego doswiadczenia.
Znajac objetosé krwi przepompowanej w ciggu jednego obrotu pompy
oraz liczbe obrotdw w okredlonym czasie wyliczano tempo przeplywu
xrwi przez nerke (RBF). Nalezy zwrdcid uwage, 2e przepiyw krwi
tetnica nerkowa Jjest wiekszy od wypiywu zylnego o wartosé diurezy
i wypiywu chionki. Ten ostatni czynnik pomijano zupeinie jako
ilosSciowo nieistotny. W przypadku duzej diurezy, np. rzedu 0,1
ml/min, stanowila ona ok. 1,5% RBF i wdwczas rzeczywistg wartosd

RBF wvliczano Jjako sume wypiywu 2ylnego i diurezy minutcwej.



2.4, POMIARY ADMITANCJI in situ
2.4.1. Podstawy teoretyczne
¥ celu oceny zmian stezenia elektrolitdéw w Srddmigzszu

rdzenia nerki Sadowski i Portalska wprowadzili w 1983 r. pomia-

ry admitancji elektrycznej (odwrotnosé impedancji). Impedancje

(Z) roztworu lub tkanki okresla wyrazenie Z = R~ + X- gdzie

R oznacza opdr rzeczywisty, a X reaktancje pojemnosciowa. Zja-
wiska indukcji, a wiec i reaktancji indukcyjnej (XL) w roztwo-
rach i tkankach nie obserwuje sie (Ryc. 5).

Do pomiaréw impedancji w roztworach stosuje Sie powszechnie
elektrody o duzej powierzchni aktywnej; udzial X_ jest wdwczas
tak maly, ze wartosé¢ te mozna pominaé, a wiec Z =¥R~™ czyli Z = R.
Praktycznie mierzy sie wigc wtedy opdr rzeczywisty lub konduktan-
cje (odwrotnosé oporu).

Natomiast w badaniach Sadowskiego i Portalskiej (1983)

i przadstawionych tutaj pomiarach tkankowych, w ktdrych zastoso-
wano 2l2kirody iglowe o matych powierzchniach aktywnych, znacze-

nie X wymaga rozwazenia. Nie mozna byio zwiekszydé powierzchni

O

czynrej przez pokrycis elekirod tzw. cz2rnia platynowa uzywana
w 2lektrodaca pracujacych w roztwcrach, gdyz warstwa czerni ule-
gtaby szybkiemu zniszczeriu przy wkiuwaniu i wysuwaniu elektrod
2 nerki.

Jest rzecza znana, ze wartosé mierzonej reaktancji pojemnos-
ciowej zmnieJjsza sie ze wzrostem czestotliwosci pradu pomiarowego.
Z drugiej strony wiadomo z literatury, ze prad o wysokich czesto-
tliwosciach (np. powyzej 10 kHz) przechodzi zardwno przez bXony
komérkowe Jjak i przestrzen pozakomdrkowa (Schwan, 1963; Niewia-

domski i wsp., 19S0). Korzystniejsze dla prowadzonych tutaj badarn

bvZo ograniczenie pomiardw. admitancji jedynie o przestrzeni poza-
. J y
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gc. 5. Analiza wektorowa skxadowych iapedancji - Z.
R - orér rzecazywisty, Xc - reaxtancja tojem-
nosciowa, KL - reakviancja indukeyjna,

- Xxat fazowy.
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komérkowej. Warunkiem tego bylo zastosowanie niezbyt wysokich
czestotliwosci pradu pomiarowego. Sadowski i wsp. (1990) wykaza-
li, 2e zwiekszanie czestotliwosci tego prgdu powyzej wartosci
stosowanej takze w moich badaniach (3,5 kHz) nie poprawia juz
"zdolnosci rozdzielczej" stosowanej metodyki, a wiec mozliwosSci
wykrywania malych zmian stezenia elektrolitéw w tkankach. W dodat-
kowych pomiarach wykonanych w tej pracy dane te zostaiy potwier=-
dzone., Zgodnie z powyzZzszymi wywodami wobec faktu istnienia reak-
tancji pojemnosciowej nie nalezy tutaj mdéwié o pomiarach opornos-
ci (R) lub konduktancji (G), ale o impedancji (Z) i admitancji

(x = z=M).

2.4.2. Charakterystyka elektrod

Do wykorzystania w niniejszej pracy przygotowano nowy zes-
taw elektrod o zwiekszonej w pordwnaniu z wersjg poprzednio opi-
sana (Sadowski, 1985), powierzchni czynnej. W celu oszacowania
udziatu oporu rzeczywistego w mierzonej impedancji wykonano w tej
pracy szereg dodatkowych pomiardw. Elektrody igXowe wkiute do
nerki polaczono z miernikiem impedancji (typ E 304, Meratronik,
Polska) i mierzono impeaancje (Z) oraz kat fazowy (2 ) orzy
czestotliwosci pradu pomiarowego f = 3,5 kHz i natezeniu I = 0,032
mA, Na podstawie tych pomiardw mozna byto wyliczy¢ opdr rzeczywis-
ty (R = Z cos¥ ) i reaktancje pojemnosiciowa (Xv = Z sinY ).
Stwierdzono, 2e opdr rzeczywisty stanowil ok. 90% mierzonej impe=-
dancji (Ryc. 5). Poniewaz selektywny pomiar opornosci w opisanych
doswiadczeniach bylby technicznie skomplikowany, mierzono impedan-
cje elektryczng, a s$cislej jej odwrotnos$é, czyli admitancje, ktéra
ze wzgledu na maly udzial X, jest w tym przypadku niemal rdwnie

dobra miarg stezenia elektrolitdéw w Srdédmigzszu nerki (Sadowski
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i wsp., 1990). Liniowg funkcjg stezenia elektrolitdw jest konduk-
tancja (G = =) a w naszym ukiadzie pomiarowym z dobrym przyblize-
niem takze aamitancja (Y ) a nie opornoié czy impedancja. Dla=-
tego tez w tej pracy przedstawiono wyniki pomiardéw admitancji

i wyrazono je w odpowiednich jednostkach (1 S (siemens) = 1 ohm™ ').
Zaleznos$é miedzy Y i stezeniem Nat w tkance ustalono poprzednio
empirycznie in vitro na skrawkach poszczegdlnych warstw nerki

u pséw i krdlikdéw (Sadowski i Portalska, 1983; Portalska i Sa=-
dowski, 1984; Sadowski i Kulczykowska, 1988) oraz in vivo u szczu-
ra (3gdzyrdska i wsp., 1990).

Zestaw trzech réznej dtugosci elektrod wykonano z drutu
irydo-platynowego (25%/75%) o 3rednicy 0,25 mm. Elektrody, z wy-
Jatkiem ich korca stanowigcego powierzchnie aktywng, byly pokryte
izolujaca warstwg lakieru. Najkrdétsza elektroda miata 4,1 mm, $red-
nia 5 mm, najdiuzsza 6,5 mm dlugos$ci. Powierzchnia aktywna wynosi-
*a odpowiednio 1,4; 1,4 i 1,0 mm . Odlegtos$é miedzy elektrodami
w piaszczyZnie do nich prostopadiej wvnosita 1,4 mm (Ryc. 6). Po=-
miar admitancji odbywal sie w rdzeniu wewnetrznym (obszar miedzy
najdtuzszg i srednig elektrodg - 1. kanal) oraz w rdzeniu zew-
netrzrvm (obszar misdzy $rsdnia i najkrdtsza elekircda - 2. kanai).
Dodatkowo mierzono admitancje w rdzeniu nerkowvm na obszarze miedzy
najdtuzszg i najkrdétszg elektrodsg (3. kanaX). Elektrody byty poiza-
czone z programatorem, ktdry wtaczal kolajno do pracy poszczegdlne
ich pary. Mieranikiem admitancji byt konduktometr laboratoryjny
(N-572, ¥era Zlwro, Folska), polaczony z woltomierzem cvirowym
(V-540, Meratronix, Polska), kt3ry wskazywal wartosci admitancji
w milisiemensach - mS. Czestotliwo$é pradu pomiarowego wynosila
3,5 kHz. Wyniki uzyskane dla poszczegdlnych kanaidw rejestrowanc
za pomocg systemu drukujacego Daro Soemtron 1132 (VEB Xombinat

Zentronik - NRD).
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yc. 6. clestaw 3 elekirod igzowych siuzacych do pomiaru
admitancji elektrycznej w nerce szczura.
Aktywne powierzchnie elektrod umieszczone sa:
dla najdiuzszej elek*rody - w rdzeniu wewnetrznym ( .M.),
dla sSredniej - na granicy rdzenia wewngtrznego i zew-
ngtrznego ( .M. - 0.M.), dla najkrdétszej w rdzeniu
evnegtran (O.ﬁ.). Zaznaczono poszczegllne pary

wspdipracujacych elextrod (1, 2, 3). Gy -



2.5. PRZEBIEG DOSWIADCZENIA

Zastosowano protokélr doswiadczen powszechnie przyjety w ba=-

daniach klirensowych. Dawke wstepng metoksy-3

H=inuliny, 5 uCi
w 2 ml 2% NaCl, podawano dozylnie w ciggu 2=3 min. Inuline do
dawki wstepnej rozpuszczano celowo w hipertonicznym roztworze
NaCl aby wywotaé zwiekszong diureze na czas wkluwania elektrod.
Nastepnie wkluwano w nerke elektrody do pomiaru admitancji elek=-
trycznej i rozpoczynano ciggla infuzje inuliny w tempie 6 uCi
(w 1,2 ml 0,9% NaCl) na godzine. Okres wyrdéwnawczy potrzebny do
ustabilizowania stezenia inuliny w osoczu, cidnienia tetniczego
krwi, przeplywu krwi przez nerke i wartosci admitancji trwat od
20 do 30 min. Po tym czasie przystepowano do wtasciwych pomiardw.
W kazdym okresie klirensowym pobierano prébki krwi tetniczej,
tdére stuzyly do oznaczenia stezenia znakowanej inuliny i liczby
hematokrytowej. Te ostanig oznaczano bezposrednio po kazdym po=-
braniu krwi. Utrate krwi zwigzang z pobieraniem prdébek i sgcze=-
niem sie jej z ran operacyjnych (heparynizacja!) kompensowano przez
transfuzje krwi uzyskanej od szczura dawcy. Oznaczanie hematokry-
tu na biezgco umozliwialo kontrole skutecznosci transfuzji.
Zwierzeta doswiadczalne podzielono na trzy grupy. Schemat
przebiegu doswiadczen w poszczegdlnych grupach przedstawiono na
Rve. 7.
Grupa I - (kontrolna, n = 9). Doswiadczenia przeprowadzono w ce-
lu sprawdzenia stabilnosSci badanych zmiennych w czasie.
Podziat na okresy klirensowe byl podobny Jjak w grupie
IT i III ale zwierzeta nie otrzymywatly 2Zadnych prepara-
téw hormonalnych czy farmaceutycznych. Przez caly prze=
bieg doswiadczenia szczury otrzymywaly dozylng infuzje

0,9% NaCl z szybkosScig 3 ml/h.
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grupach zwierzat. U, 3 4 - czas zbidrki
moczu w Xolejnych okresach doswiadczalnych.
Zaznaczono czas irwania infuzji poszczegdélnych

prevaratéw. AVE - wazorresyna argininowa; dDAVP

- desmopresyna; INDO - indometacyna.
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Grupa II = (n =6). U szczurdw tej grupy w okresie U- i U-5 pro=-
wadzono dozylng infuzje argininowej wazopresyny
(AVP - Pitressin, Parke Davis) w roztworze 0,9% NaCl.
Szybkos$é infuzji - a w konsekwencJji i dawka podawane=-

uzyskad
g0 preparatu - byta dobierana w taki sposdéb aby,wzrost
cisnienia tetniczego krwi po AVP nie przekraczajacy
10 mmHg. Ostatecznie tempo infuzji AVP wahalo sie
u poszczegdélnych zwierzat od 0,6 do 8,5 ng/kg min.
W okresie kontrolnym (U ) szczury otrzymywaly dozylng
infuzje rozpuszczalnika AVP (0,9% NaCl) z szybkoscig
1,5 ml/h.

Grupa III - (n = 13). Doswiadczenie podzielono na cztery okresy
klirensowe. Wraz z rozpoczeciem okresu y rozpoczy=-
nano dozylng infuzje agonisty antydiuretycznego wazo-
presyny, dDAVP (deamino-D-argininowa wazopresyna,
Antidiuretin-SD, Desmopressin) w tempie 7,5 ng/kg.min
w 0,9% roztworze NaCl (3 ml/h). Infuzje te kontynuowa-
no do momentu zakorczenia doswiadczenia. Dodatkowo
u niektdrych szczuréw w okresie Uh’ prowadzono dozylng
infuzje indometacyny (Metindol, Polfa) z szybkosciag
0,25 mg/kg.min. Indometacyne rozpuszczano w 4,5 ml
mieszaniny, ktdérej 1/3 stanowil 1% roztwdér NaHCO
a 2/3 - 0,9% roztwdr NaCl. W okresie kontrolnym (U )

szczury otrzymywaly dozylng infuzje 0,9% NaCl, 3 ml/h.

W niektdérych doswiadczeniach nie udalo sie przeprowadzié jedno-
czednie wszystkich zaplanowanych pomiardw, z tego wzgledu wartos-
ci ™" w tabelach (por. 3. Wyniki) nie zawsze sg identyczne z licz-

bg szczurdéw podang dla poszczegdlnych grup.
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2.6, METODY ANALITYCZNE I OBLICZENIA

Mocz zbierano w wytarowanych probdwkach Eppendorfa. Obje=
tos$é moczu wyznaczano poprzez wazenie, przy zatozeniu, 2e Jjego
ciezar wtasciwy nie odbiega istotnie od 1,00 g/ml. Na tej pod-
stawie obliczano diureze minutowg (V) i wyrazano ja w pl/min.

W moczu oznaczano globalne stezenie wszystkich substancji osmo-
tycznie czynnych, substancji elektrolitowych (tzw. osmolalnosé
elektrolitowqx), nieelektrolitowych oraz stezenie jondéw Na*t,

Osmolalno$é caltkowitg moczu ( ) oznaczano w oparciu

sm
o0 pomiar obniZenia punktu zamarzania (osmometr Typ ML Knauer,

RFN) i wyrazano w mosm/kg H,50.

Oznaczanie osmolalnosci elektrolitowej (U.,) opierato sie

na pomiarze konduktancji elektrycznej moczu. (Metodyka tych po-
miaréw zostata opracowana dla celdw niniejszej pracy i Jjej do-
ktadne oméwienie znajduje sie w Addendum na koricu rozdziatu Ma=-
teriat i Metody). Stezenie wszystkich substancji elektrolitowych

wyrazano jako réwnowazne stezenie NaCl (mosm NaCl/kg )e

Na osmolalnos$é catkowitg moczu sktadajg sie zawarte w nim sub=-
stancje elektrolitowe (gtdwnie Nat i K* i towarzyszace im anio-
ny) oraz substancje nieelektrolitowe (gXdwnie mocznik). Zrdzni-
cowany udzial tych dwdch skladnikéw w moczu wydalanym w rdznych
warunkach wynika z odmiennosci procesdéw zaangazowanych w ich

transport w kanalikach nerkowych. Rozdzielne badanie osmolal=-
nosci elektrolitowej i nieelektrolitowe] jest uzasadnione ponie
waz pozwala nam na bardziej wnikliwg analize czynnikdw wpiywajag
cych na te procesy. Ponadto rozwazania kliniczno=fizjologiczne
wskazujg, ze okreslanie wydalania sumy jondw sodu i potasu (czy
tez mierzonej przez nas osmolalnosci elektrolitowej moczu) wie=-
cej méwi nam o rdwnowadze wodno-elektrolitowej organizmu, niz
klasyczny pomiar wydalania wszystkich substancji osmotycznie

czynnych (Rose, 1986).
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Z réznicy osmolalnosci catkowitej i elektrolitowej wyliczano

osmolalnosé nieelektrolitows (Unel)’ (ktérg mozna uznad za wskaz-

nik stezenia substancji nieelektrolitowych, gidwnie mocznika w mo=-
czu) i wyrazano ja takze w mosm/kg H,0.

Stezenie jonu sodowego i potasowego oznaczano za pomocg fo=-

tometru ptomieniowego (FLM, Radiometer, Dania) i wyrazano w mili-
molach na litr (mM).

Znajac wartosci diurezy minutowej oraz Ussm® Ue1? Uhe1 1 UWya
obliczano tempo wydalania substancji osmotycznie czynnych, elek=-

trolitowych i nieelektrolitowych (U

osp Ve Mosm/min; Ugq Vs mosmNaCl/

min; U .1V, posm/min) oraz sodu (UNaV' umol/min).

Wyliczano takze klirens osmotyczny (C ) wedtug powszechnie

osm
stosowanego wzoru:
Cosm = (Ubsm/Posm’
gdzie:
V = diureza minutowa
Uosm = osmolalnosc¢ catkowita moczu
Posp ~— Osmolalnosé catkowita osocza; przyjeto za Rose (1986)

stalg warto$é dla wszystkich zwierzat = 280 mosm/kg HZO'

Transport (reabsorpcje) wolnej wody (ngo) wyliczano wediug wzoru:

T§20 = ( p_'osm - 1) v

Obliczano rdéwniez klirens elektrolitdw (Cel) oraz reabsorpcje

ce

wody wolnej od elektrolitdw (TH20) opierajac sie na wartosci

Ugy mierzonej metoda konduktometryczng:

Ce1 = (Uel/Pel) v

oraz:



gdzie:
P - stezenie elektrolitdéw w osoczu; przyJjeto statg war-

to$é dla wszystkich zwierzat = 270 mmol/l

Pomiary filtracji kebuszkowej (GFR) orzy uzyciu inuliny:

Prébki moczu i osocza zawierajgce znakowang inuline (metoksy-"H=-
-inulina, Dupont, Boston Mass., USA) umieszczano w naczyniach
scyntylacyjnych zawierajacych 5 ml piynu scyntylacyjnego Bray’a.
Radioaktywnoéé kazdej prdébki mierzono w liczniku scyntylacyjnym
LXB 1211, Dla prébek osocza wprowadzono empirycznie ustalong po-
prawke (x 1,12) na tiumienie aktywnosci przez biatka. Na podsta=~
wie tych danych wyliczano tempo filtracji klebuszkowej (GFR) Jjako
klirens inuliny réwny stosunkowi stezenia znakowanej inuliny w mo
czu (Uin) i osoczu %rwi tetniczej (Ain) pomnozonemu przez wartosé
diurezy minutowe}j ff; . %, ml/min.

Liczbe hematokr;gowq (Ht) krwi tetniczej oznaczano w hepary-
nizowanych kapilarach po odwirowaniu krwi w ciggu 3 min z szybko$
cig 1300 obr./min. Znajac C.. i tempo przeplywu osocza przez

nerke obliczano réwniez frakcje filtracyjng (FF) Jjako Cin/RPF.

2.7. DOSWIADCZENIA UZUPEINIAJACE (SZCZURY W USPIENIU ETANOLOWYM)

N zasadniczych seriach doswiadczalnych po infuzji dDAVP lub
AVP (Pitressin, Parke=-Cavis, RFN) nie uzyskano typowych zmian
w postaci spadku diurezy i wzrostu osmolalnosci moczu. Postanowio
no wiec dodatkowo sprawdzié antydiuretyczne wtasciwosci uzytych
preparatdéw ADH posiugujac sie klasyczng metodyksa stosowang do
okreslania biologicznej aktywnosci antydiuretycznej wazopresyny.
W tym celu wykonano dodatkowg serie doswiadczalng w oparciu o pro
cedure zaproponowang przez Czaczkesa i wsp. (1964) w modyfikacji

Szczepanskie j=Sadowskiej i Sadowskiego (1973). Przebieg doswiad=-
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czenia wygladat w zarysie nastepujaco:

U 4 szczurdw rasy Wistar, samcéw o ciezarze ciata 2380-300 g
na 3 do 5 dni przed .badaniem wykonano przetoke pecherza moczowego,
ktéra umozliwiala wygodng zbidrke moczu. W dniu doswiadczenia
szczurom podawano dwie dawki 12% roztworu etanolu, przez zgiegbnik
do Zotgdka. Kazda dawka stanowila 4% ciezaru ciata. Kiedy uspie=-
nie alkoholowe bylo juz wystarczajgce wprowadzano do zyly ogono=-
wej cewnik polietylenowy o Srednicy 0,2 mm. W celu wywotania diu-
rezy, szczurom podawano dozylnie infuzje roztworu o sktadzie:

1,2% etanolu, 0,3% NalCl, 0,5% glukozy i 0,04% mocznika, z predkos-
cig 0,2 ml/min. Do przetoki pecherzowej wkladano cewnik polietyle-
nowy poprzez ktdry zbierano mocz do wytarowanych probdwek.

Po ok. 60 min., kiedy diureza osiggnela stan réwnowagi prze=-
prowadzono trzy 5-minutowe okresy zbidrki moczu™. Nastepnie poda-
wano dozylnie dDAVP lub AVP w rdéznych dawkach i ponownie zbierano
mocz W czasie maksymalnego zahamowania diurezy. Na tej podstawie
okreslano diureze minutowa przed i po podaniu preparatu. W moczu
oznaczano osmolalno$¢é catkowity, elektrolitowg, nieelektrolitows,
stezenie Na* i X* oraz wyliczano klirens i transport wolnej wody

oraz klirens i transport wody wolnej od elaktrolitdw (por. 2.6).

2.8, ANALIZA STATYSTYCZNA

¥ tekscie, tabelach i na rycinach zaznaczono btgd standardo-
wy $radniej (SE) jako miare rozrzutu danych. Analizujgc zmienno$dé

w czasie badanych wskaZnikéw stosowano analize wariancji dla pow=-

Poniewaz chodzilo tutaj o potwierdzenie antydiuretycznego dzia-

*ania dDAVP i AVP przy rdéznych wyJjsciowych wartosciach Uosm’

nie usitowano wywotaé pelnej wyJjsciowej diurezy wodnej.
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tarza-nych oznaczen (repeat measurement ANOVA) oraz test t=-Stu-
denta dla zmiennych polaczonych. Pordwnujac wielkosci wskaZnikdéw
otrzymane dla zwierzat nalezacych do rdznych grup doswiadczalnych
stosowano test t=Studenta dla zmiennych niezaleznych poprzedzony
klasyczng analiza wariancji. Aby wykluczy¢ przypadkowe pojawienie
sig istotnosci wynikajgce z wielokrotnych pordwnani (pordwnanie
kazde] grupy doswiadczalnej z grupa kontrolng) stosowano poprawke
Bonferroniego (Wallenstein i wsp., 1980; Ludbrook, 1991) korzysta=-

Jac ze wzoru:

P
W wyrazeniu tym m = oznacza liczbe pordwnarn, a P? - wymagany
poziom istotnosci, ktdry staje sie tym wyzszy im wiecej przeprowa-
dza sie pordwnan. Tak na przyk*ad dla trzech pordwnani wyliczony

Z powy2szego wzoru wymagany poziom istotnosci wynosi 0,017.
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ADDENDUM

METODA OZNACZANIA OSMOLALNOSCI ELEKTROLITOWEJ NA PODSTAWIE
POMIARU KONDUKTANCJI ELZKTRYCZNEJ MCCZU

Technika pomiaru

Do tego celu uzyto celi pomiarowej wykonanej z pleksiglasu,
o wymiarach 9 x 4 x 7 mm. Dwie przeciwlegle jej $ciany wylozone
blaszkami pokrytymi czernig platynowa, stanowily pare elektrod
(nierozwinieta powierzchnia jednej elektrody = 28 mmg) potaczo-
nych z konduktometrem laboratoryjnym (N - 572). Do tak skonstru-
owanej celi wprowadzano 100 pl nierozcienczonego moczu i na kon=-

duktometrze odczytywano wartosci admitancji w uS.

Charaxterystyka biofizyczna pomiardw

W celu oszacowania udziatu oporu rzeczywistego w mierzonej
impedancji wykonano dla tego zestawu elektrod szereg dodatkowych
pomiardéw przy pomocy miernika impedancji E - 304, z uzyciem pradu
pomiarowego o czestotliwosci 3,5 kHz. Dane dotyczgce tych pomia-
réw przedstawiono w Tab. 1. Wynika z nich, 2ze dla stezen powyze]
100 mosm NaCl/kz a wisc takich, ktdre wystepuja w moczu,
udzial oporu rzeczywistego w mierzonej impedancji (R/Z) wynosil
ponad 99,8%. W Swietle powyzszej analizy mozemy mdéwié, ze w na=-
szych badaniach mierzono praxtycznie konduktancje moczu a nie jego

admitancje.

Sposdb wvrazania osmolalnosci elektrolitowej

W oparciu o pomiary konduktancji dla réznych roztwordw NaCl
o znanej osmolalnosSci (wartosci zblizone do uzyskiwanych w moczu)
wykreslono krzywa kalibracyjng. Na jej podstawie przeliczano od=-

czytane wartosci konduktancji badanych prébek moczu na réwnowazna



osmolalnosé roztworu chlorku sodu. Tak wiec stezenie wszystkich
substanc ji elektrolitowych (osmolalno$é elektrolitowa moczu) wyra-
2ano jako rdéwnowazne stezenie NaCl (mosm NaCl/kg ). Analogiczng
zasade wyrazania konduktywnosci stosowali w swojej pracy Gutsche

i wsp. (1980).

Pomiar konduktancji a oznaczanie 2x/Na* + K;Z

Mierzenie osmolalnosci elektrolitowej w oparciu o konduktancje
elektryczng moczu moze by¢ lepszym wskaznikiem okresdlajgcym wydala-
nie wszystkich substancji elektrolitowych niz powszechnie przyjete
szacowanie na podstawie podwojonej sumy stezen sodu i potasu
(2x/Na™ + K*7) w moczu. Moze to mieé szczegdlne znaczenie w naszym
ukladzie doswiadczalnym, gdzie wkiuwanie elektrod igtowych prowa-
dzi do pewnego uszkodzenia tkanki nerkowej. Przedostajgce sie do
moczu elementy morfotyczne i struktury nabXonkowe zawierajag jony
K* i Na¥. W rezultacie, na stezenie Jjondéw mierzone w moczu za pomo-
cg fotometrii plomieniowej sktada sie ich stezenie "rzeczywiste"
(takie Jjak w piynie kanalikowym) oraz jony pochodzgce z drobnych
elementdw morfotycznych. Pomiar osmolalnosci elektrolitowej oparty
na konduktancji moczu nie obejmuje jondw zwigzanych ze strukturami
biatkowymi, ktdrychn ruchliwosé elzktryczna jest niewielka. Na pod-
stawie przewidywand teoretycznych wartosci osmolalnosci elekiroli-
towej (/El/) powinny byd nieco wyzsze niz suma stezed sodu i pota-
su oraz odpowiadajgcych im aniondw (ZXZI'\Ia+ + K'/). Wynika to
z dwéch powoddw: po pierwsze pomiar koncduktancji wykrywa wszystkie
Jjony a nie tylko Nat i Kt 2 towarzyszgcymi anionami. Po drugie Jon
potasowy ma duzo wieksza ruchliwos$é elektryczng niz Jjon scdowy,

a w naszeJ metocdyce konduktancje wyraza sie w rdwnowaznych steze-

niach NaCl (patrz wyzej). Na podstawie powyzszych rozwazar mozna
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oczekiwad, 2e osmolalnosé elektrolitowa mierzona w oparciu o kon-
duktancje powinna by¢ wyzsza niz oznaczona fotometrycznie suma jo-
néw sodu i potasu. Mozna sie takze spodziewad, ze pomiar ten nie
wykrywa jondw zwigzanych ze strukturami komdérkowymi, ktdére znala=-
zly sie w moczu w wyniku uszkodzenia tkanki nerkowej.

N celu zweryfikowania tak postawionej tezy pordwnano prébki
moczu zebrane w zasadniczych doswiadczeniach (mocz zanieczyszczo-
ny krwig) z prébkami moczu "czystego" uzyskanego od szczurdw w us-
pieniu alkoholowym (patrz wyzej - 2.7), ktdrym nie wkluwano elek=-
trod. Dane te przedstawiono na rysunku (Ryc. 8). Pordwnanie $red-
nich wartosci osmolalnoséci elektrolitowej /E1/ i Zx[Na+ + K/ dia
moczu "czystego" potwierdza postawiong teze, iz mierzone kondukto-
metrycznie stezenie substancji elektrolitowych jest wyzsze niz
obliczone na podstawie oznaczer fotometrycznych (Ryc. 8). Wysoki
wspStczynnik korelacji (r = 0,94) miedzy osmolalnosdcig elektroli-
towg mierzong naszg metodg a sumg stezen Na* i X* potwierdza, ze
konduktancja moczu przeliczona na réwnowazng osmolalnosé NaCl jest
wielkoscig dobrze okreslajgca stezenie wszystkich substancji elek=-
trolitowych w moczu. Dla moczu zanieczyszczonego obserwuje sie
réwniez wysoki wspdiczynnik kerelacji (r = 0,77), ale w tym przy-
padku /[ E1 / jest nizsze niz 2x/ Na + X' J. Potwierdza to przy-
puszczenie, ze pomiar wykonany przy pomocy fotometru ptomieniowego,
poza jonami ktdre znalazty sie w moczu w wyniku prawidiowych pro-
ceséw wydalniczych wykrywa rdéwniez jony wchodzace w skiad czastek
elementdw komdrkowych przedostajacych sie do moczu w nastepstwie
uszkodzenia tkanki nerkowej.

Podsumowujgc przedstawione tutaj dane dotyczace weryfikacji

uzytej metody oznaczania osmolalnosci elektrolitowej w oparciu
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yc. 8. Zaleznoéé miedzy mierzOnym konduktometrycznie ste-
zeniem elektrolitiw, [31], a podwojona sumz ozna=-
czonych fotometrycznie stezen jondw sodu i potasu,
w prdébkach moczu pobranych w rdznych
warunkach doswiadczalnych.
O - mocz "czysty" pobrany od zwierzat, kxtdrym nie
1}
wxiuwano elektrod
A- nmocz tobrany od zwisrzat po wikiuciu elektrod
W nerke
_— c . . L. s s + .+
W tabelce pordwvmano drednie wartogci | 31fi 2x|Na + K
%

W moczu pobranym w, roznych warunkach doswiadczalnych.
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o pomiar konduktancji elektrycznej moczu mozna stwierdzié, ze
jest ona w naszym ukladzie doswiadczalnym lepszym wskazZnikiem
okreslajgcym wydalanie substancji elektrolitowych przez nerke

niz stosowany tradycyjnie fotometryczny pomiar stezenia jondw

sodu i potasu.
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3. WYNTIKTI

3.1. DOSWIADCZENIA KONTROLNE (grupa I)

W zastosowanym przeze mnie modelu doswiadczalnym Srednie
cidnienie tetnicze u szczurdw pozostawalo w czasie trwania dos-
wiadczenia na niezmienionym poziomie (grupa I - Tab. 2).

W grupie kontrolnej zanotowano 3% wzrost admitancji zardwno
w rdzeniu wewnetrznym Jjak i zewnetrznym oraz w calym rdzeniu ner-
kowym (kanat 1., 2., 3.) (Tab. 3)3°Byla to zmiana niewielka ale
istotna statystycznie (p<0.01).

Dane dotyczace hemodynamiki i czynnosci wydalniczej nerek
szczurdw z grupy kontrolnej przedstawiono w Tabeli 2. Zanotowano
typowy dla tego modelu doswiadczalnego wzrost catkowitego przepty=-
wu krwi (RBF). Wzrost ten nie byl jednak statystycznie znamienny.
Zardéwno tempo filtracji kebuszkowej (GFR) jak i frakcja filtracyj
na (FF) nie ulegaly istotnym zmianom w czasie (Tab. 2).

Obserwowany w tej grupie niewielki wzrost diurezy i spadek
catkowitej osmolalnosci moczu nie byl statystycznie znamienny
(Tab. 2). Pozostate parametry charakteryzujace czynno$é wydalnicza

nerki (U... U Uaras Un. V) rdwniez nie wykazywaly istotnych sta-

nel’?
tystycznie zmian w czasie (Tab. 2).
Na Ryc. 9 A 1 B scharakteryzowano procesy wydalnicze zacho=

dzgce w nerce w oparciu o analize takich wskaZnikdéw jak: klirens

osmotyczny (cosm)’ klirens elektrolitowy (Cel), transport wolnej
wndw (‘T‘c Y i Franennart wAldu wAlrnas Ad alalbr+ral $+ AKer /Tcen). W t
osm T ce1 by

niswielki i nie przekraczat odpowiednio 14% i 23% w stostunku do

¥ 4 Tao. 5 przedstawiono szczegdiowa dokumentacje pomiardw Y
dla wszystkich grup i kanaldw, Dane te ujmuje w sposéb synte=-
tyczny @w%) Ryc. 14 (str. 42a),
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ye. §. Wskxazniki wydalania i zaggszezania moczu w gru ie
kontrolnej.
A. Klirens osmo*yeczny (C___) i jezo aktadowe: diu-
v\ s . -C
reza (V) i transport wolnej wody (T
B. Klirens eleiktrolitowy (Cel) i jego sktadowe:

V i transport wody wolnej od elektrolitdw (T°%.)

0 - 30 min, 30 - 50 min, 50 - 85 min - czas

trwania kolejnych okresdw dodwiadezalnych.
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wartosci poczgtkowych. Wszystkie powyzsze wskazniki (COSm’ Cel'

T§ 0 i T;:O, nie wykazywaly istotnych statystycznie zmian (Tab. 2

Reasumujac, w grupie kontrolnej obserwowano niewielki aczkol-

wiek istotny statystycznie wzrost admitancji. Pozostale wskazniki

nie wykazywaly w czasie trwania dos$wiadczen kontrolnych istotnych

zmian.
3.2, INFUZJA ARGININOWEJ WAZOPRESYNY (grupa II)

Zgodnie z zalozeniem (por. Metody) infuzja argininowej wazo=-
presyny (AVP) wywolata u badanych zwierzat niewielki wzrost cis-
nienia tetniczego. Sredni jego przyrost w okresach U. i U3 wyno-
sit odpowiednio 5 i 9,3 mm Hg (Tab. 4).

Infuzja wazopresyny nie wywolala wyrazniejszych niz w grupie
kontrolnej, zmian w admitancji (Y) w obrebie rdzenia wewnetrznego
i zewnetrznego ( Ryc. 14 i Tab. 3 ). Pod koniec dos$wiad-
czen zaznaczyla sie pewna tendencja wzrostowa, ktéra wykazywala
cechy znamiennosci (p <0,05). Ostatecznie, po $rednio 55 min in=-
fuzji AVP, w rdzeniu wewnetrznym (1. kanal) zanotowano przyrost
admitancji o 4%, natomiast w rdzeniu zewnetrznym (2. kanal) ten
wzrost wynosit 3% w stosunku do okresu kontrolnego. Charakter
zmian w admitancji tkanki zawartej miedzy najduzsza i najkrdétsza
elektroda (kanal 3, - pomiar poprzez obydwie warstwy rdzenia) byl
zblizony. Nalezy zauwazydé, ze podobny, niewielki lecz rodwniez is-
totny statystycznie wzrost Y obserwowano takze bez infuzji (gru-
pa kontrolna). Na podstawie przedstawionych danych mozna stwierdzic
ze u szczurdw w uspieniu barbituranowym infuzja AVP nie wywolala
wyraZnego wzrostu stezenia elektrolitéw w $rdédmigzszu nerki. Po-
niewaz nie oznaczano stezenia substancji nieelektrolitowych w Srdéd-

migzszu, nie mozna stwierdzié jaki byt wpiyw AVP na ten skiadnik

hipertonicznego 3rodowiska osmotycznego rdzenia.



Na osobng uwage zastuguje wynik jednego doswiadczenia, w kté=-
rym prowadzono diuzsza obserwacje admitancji. Po S0 min infuzji
AVP zanotowano wzrost admitancji o 19% w rdzeniu wewnetrznym
i o 14% w rdzeniu zewnetrznym.

Gldwne dane dotyczgace hemodynamiki i czynnosci wydalniczej
nerek w grupie II przedstawiono w Tabeli 4. Zanotowano pewng ten-
dencje do wzrostu catkowitego przeplywu krwi przez nerke (RBF).

W ciggu Srednio 55 min trwania infuzJji wazopresyny RBF wzrdsik
$rednio o 10% i byta to zmiana statystycznie znamienna (p <0,01).
Jednak pewng tendencje do wzrostu przeplywu krwi obserwowano rdw-
niez w grupie kontrolnej i tendencja taka wydaje sie byé cechg
charakterystyczng dla zastosowanego tutaj modelu doswiadczalnego.
Wahania filtracji klebuszkowej po AVP nie wykazywaly cech znamien-
nosci.

Reasumujac, zmiany hemodynamiki byly niewielkie i trudno
przypuszczaé aby w sposdb istotny wpiynely na czynnosé wydalnicza
nerki.

Najbardziej uderzajaca i zaskakujgcg zmiang po infuzji AVP
byl postepujgcy wzrost diurezy, lacznie o 150% w cizgu 53 ain
trvania infuzji A ; dla pordwnania w Zrupie xontrolnej wzrost V
nie przekraczax 20%. Tak istotnemu (p < 0,05) wzrostowi diurezy
(2,5%) towarzyszyt mniej wyrazny {1,2x) spadek osmolalnosci moczu
(Tab. 4) co sugeruje, ze nasilenie diurezy nie byto prostym nas-
tepstwem uposledzenia zageszczania moczu. Za takim stwierdzeniem

przemawia rdéwniez obserwowany jednoczednie wzrost wydalania sodu

¥piyw wazopresyny na procesy wydalnicze zachodzgce w nerce
zanalizowano doktadniej w oparciu o zmiany takich wskaznikdw jak

klirens osmotyczny (C.._), klirens elektrolitowy (C .), transport
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wolnej wody (Tg O) i transport wody wolnej od elektrolitdw

Dane te przedstawiono w Tao. 4 oraz zanalizowano graficznie na
Ryc. 10. Umiarkowany wzrost cisnienia tetniczego krwi w ciagu
pierwszych 20-tu minut infuzji AVP (okres U2) wigzai sie ze wzros-
tem klirensu osmotycznego bedacego miarg wydalania wszystkich sub-
stancji osmotycznie czynnych. Przy Jjednoczesnym braku zmian w tem-
pie filtracjl kiebuszkowej, wzrost ten oznacza zmniejszong global=-
ng reabsorpcje substancji osmotycznie czynnych w nerce. Z Ryc. 10
wynika, ze wzrost Cosm byl zwigzany ze wzrostem wydalania substan=-
cji elektrolitowych (réwnolegly wzrost cel)’ podczas gdy wydalanie
substancji nieelektrolitowych (Cnieel) uleglo nawet pewnemu obnize-
niu (Tab. 4). Reabsorpcja wolnej wody (ngo) oraz wody wolnej od
elektrolitdw (1., ~J zmienilta sig nieznacznie. Dalszemu niewielkie-
mu wzrostowi cisnienia w drugim okresie infuzji AVP towarzyszyil

dalszy wzrost Cosm 1 Co1 (Ryc. 10). Zaobserwowano rdwniez w tym

m

okresis wzrost TG , Jak i TS%. , ktéry nalezy ttumaczyé jako wy-

nik bardzo juz znacznego wzrostu klirensu osmotycznego i elektro-
litowego (mozna wyliczyé, ze bardziej miarodajny w tym przypadku
wskaznik Tgﬂo/cOsm nie zmisnit sie). Jest rzecza znana, ze istotny
wzrost objetosci plynu kanalikowego dosztarczanej do kanalikdw
zbviorczych prowadzi Jednoczesnie do pewnego wzrostu reabsorpcji
wody i do Jeszcze wigkszego wzrostu jej wydalania.

Reasumujgc, fakt Ze transport wolnej wody nie obnizal sie
w tej serii doswiadczalnej wskazuje, 2e znaczny wzrost diurezy
nie wynikatl z uposledzania zageszczania moczu.

Nalezy przypomnieé, ze zmiany wydalania wody i substancji
rozpuszczalnych przebiegaly bez zmiany stezenia elektrolitdw

w Srédmigzszu rdzenia nerki (por. wyzej). Natomiast mozna sadzié

ze, tak jak to sie dzisje w przypadku kazdego wzrostu diurezy,



ye.

10. A.

36a

Zmiany klirensu osmoiycznego (C ) i jego skZadowyck
diurezy (V) i transvortu wolnej wody Ly
Zmiany Xxlirensu elextrolitowego (C .) i jego skZadowy

V.i transportu wody wolnej od eleiktrolitiw (Tieo) W oW

nixu podania arsininowej wazopresyny (AVP).

0 - 20 min, 20 - 55 nin - czas od roztoczzcia in‘uzj

AVP.
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doszio w $rédmigzszu rdzenia do spadku stezenia substancji nie-
elektrolitowych, gidéwnie mocznika. Przemawia za tym wyrazZne obni-
zenie osmolalnosci nieelektrolitowej moczu (zaleznej gidéwnie od
mocznika), przy braku zmian osmolalnos$ci elektrolitowej i steze=~
nia Nat (Tab. 4).

Reasumujac, infuzja wazopresyny argininowej nie wywolala wy-

raznych zmian stezenia elektrolitdéw w Srddmigzszu rdzenia nerki.
U szczurdw tej grupy obserwowano paradoksalny wzrost diurezy ,
ktéremu jednak towarzyszyl wzrost (') reabsorpcji wolnej wody.
Wydaje sie, Ze wpiyw AVP na czynnosé wydalniczg nerki polegal
tutaj na uposdledzeniu procesdéw reabsorpcji substancji osmotycz=-
nie czynnych, gidéwnie elektrolitowych - a przede wszystkim reab-

sorpcJji sodu.
3.3. INFUZJA DEAMINOARGININOWEJ WAZOPRESYNY (grupa III)

Po zakornczeniu doswiadczen i wstepnej ocenie wynikdéw uzyska=-
nych u zwierzat otrzymujacych agoniste wazopresyny wysoko specy-
ficznego dla receptordéw V, (dDAVP) tj. w grupie III zdecydowano
o jej podziale na dwie podgrupy. Za kryterium podzialu przyjeto
diureze, ktdra u czesdci zwierzat juz w momencie rozpoczecia dos=-
wiadczen byla bardzo wysoka. Przyczyna takich rdznic miedzy zwie=-
rzetami nie Jest Jjasna. Wiadomo natomiast, Ze szybki przepiyw
plynu przez kanaliki nerkowe, szczegdlnie przez rdzeniowe odcinki
kanalikdéw zbiorczych, stwarza gorsze warunki do zageszczania mo=-
czu. W zwigzku z tym do podgrupy IIla zakwalifikowano arbitralnie
zwierzeta, u ktdérych diureza w okresie kontrolnym nie przekracza-
ta 15 ul/min (zakres wartosci 4,6 - 14,71 ul/min) natomiast do
podgrupy IIIb te, u ktdérych diureza przekroczyla te wartosé
(16,1 = 108,6 ul/min).



3.3.1. Infuzja dDAVP u zwierzat z niskg lub umiarkowang
diurezg (grupa IIIa)

Podgrupa ta obejmuje doswiadczenia w ktdrych wyjsciowa diu-
reza wynosita 9,4 + 1,6 1/min.

Zgodnie z oczekiwaniem, infuzja agonisty wazopresyny pozba-
wionego dziatania presyjnego, dDAVP, nie wywotata zadnych zmian
cisnienia tetniczego u badanych szczurdéw (Tab. 5).

W czasie infuzji dDAVP zanotowano istotny statystycznie
(p <0.01) wzrost admitancji (Y) w obrebie obu warstw rdzenia
nerki (Ryc. 14 i Tab. 3) a takze 1acznie dla catego rdzenia
(kanat 3,). Po Srednio 55 minutach infuzji zanotowano 10% przy-
rost admitancji w rdzeniu wewnetrznym (kanaX 1.), 9% w rdzeniu
zewnetrznym (kanal 2.) i 10% w obrebie catego rdzenia nerkowego
(kanax 3.). Na podstawie powyzszych danych mozna stwierdzié, ze
u szczurdw w uspieniu barbituranowym, dozylna infuzja dDAVP powo
duje wzrost stezenia elektrolitdéw w Srddmigzszu rdzenia nerki.

Giéwne dane dotyczace hemodynamiki i czynnos$ci wydalniczej
nerek szczurdw z grupy IIIa przedstawiono w Tabeli 5. Zaobserwo-
wano tu istotny statystycznie (< 0,01) wzrost calkowitego prze-
ptywu krwi przez nerke (RBF). Procentowy przyrost RBF u szczurdw
w tej podgrupie (23%) byl wyzszy niz u zwiarzat, u ktdrych prowa
dzono infuzje AVP (10%) oraz niz w grupie kontrolnej (5%). Pozos
tate parametry hemodynamiki nerek tzn. tempo filtracji klebuszko
wej (GFR) i frakcja filtracyjna (FF) nie wykazywaly istotnych
zmian w trakcie infuzji dDAVP (Tab. 5).

N wyniku infuzji dDAVP zanotowano postepujacy wzrost diure=-
zy (V) tacznie o 45%. Przyrost ten byl wy2szy niZz obserwowany

w grupie kontrolnej (20%), nie wykazywal jednak cech znamiennosc
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Warto przypomniedé, ze przyrost V po infuzji AVP (gr. II) wynosil
$rednio 150%. Tmiarkowanemu wzrestowi diurezy ni2 towarzyszyly

w t2j grupie a) zmiany osmolalnosci moczu (Tab. 5). Jednoczesg-
nie zanotowano wzrost tempa wydalania sodu tu..v) o 5,8% (niezna=-
mienny). Na podstawie powyzszych danych mozna stwierdzié, ze pewne
nasilenie diurezy po infuzji agonisty wazopresyny nie wynikalo

z uposdledzenia procesu zageszczania moczu.

)

i transport wolnej wody (Iy ~/), zamleszczone w Tabeli 5 i zobra=-

W oparciu o takie wskaZniki jak klirens osmotyczny (Cosm
zowane na Ryc. 11, zanalizowano doktadniej procesy wydalnicze za=-
chodzgce w nastepstwie infuzji dpavP®, W ciggu catego przebiegu
doswiadczenia obserwowano postepujgcy wzrost COSm bedgcego miarg
wydalania wszystkich substancji osmotycznie czynnych. Przyrost ten
(o 36% w stosunku do okresu kontrolnego) byl bardzo rdwnomierny

i nie wykazywal cech znamiennosci. ROwnoczesnie ze wzrostem COsm
obserwujemy wzrost diurezy i transportu wolnej wody (o 33%). Pro-
fil wzrostu tych trzech wskaZnikéw jest bardzo podobny (Ryc. 11).
Przy Jjednoczesnym braku zmian w tempie filtracji kigbuszkowej,
wzrost Cosm (oraz réwnoczesny wzrost T, ) wynika ze zmniejszajg-
c2J 3iz globalnej reabsorpcji substancji osmotycznis czynnych

w nerce, Dane te (a szczegdlnie brak obniZenia transportu wolnej
wody ) potwi2rdzaja wczesniejszy wniosek, ze umiarkowany przyrost
diurezy po nie byl nastepstwem uposledzenia mechanizmu za=-

geszczania moczu w nerce.

Reasumujac, infuzja dDAVP wywolala istotny wzrost stezenia

substancji elektrolitowych w 3rddmigzszu rdzenia nerki. Obserwowanc

Xz powodu braku peinych danych dotvczacych klirensu elektrolitowe-
go 1 transportu wody wolnej od elektrolitdéw, nie mozna dyto wyko=-
rzystad tych wskaZnikdw w przedstawionej ponizej analizie.



Ryc. 11. Zmiany klirensu oszmotycznego (C___) i jego
sktadowych: diurezy V) i transporiu wolnej

wody (Ti ~) W wyniku todania agzonisty wazo-
<
presyny - dOAVE.

0 - 20 min, 20 - 55 min - czas od rozroczgci

infuzji dDAVP
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réwniez wyraZny wzrost diurezy (45%), tempa wydalania sodu (58%),
klirensu osmotycznego (36%) i transportu wolnej wody (33%). Zmia=-
ny te, przy niewielkiej liczbie obserwacji, nie wykazywaly cech

znamiennosci.

3.3.2. Infuzja dDAVP u zwierzat z wysokg diurezg (grupa IIIb)

Podgrupa ta obejmuje doswiadczenia, w ktdrych wyJjsciowa
diureza wynosita 35,8 + 12 ul/min.

Podobnie jak w podgrupie IIIa, infuzja agonisty wazopresyny
(dDAVP) rdéwniez u szczurdw z podgrupy IIIb nie wywotala zadnych
zmian cisnienia tetniczego (Tab. 6).

W czasie infuzji dDAVP zanotowano istotny statystycznie
(p<0,01) wzrost admitancji (Y) w obrebie obu warstw rdzenia ner-
ki (Rvc. 14 i Tab. 3) a takzZe 1acznie dla calego rdzenia
(kanal 3.). Sredni przyrost Y po 55 minutach infuzji dDAVP byl
nieco nizszy niz w grupie IIIa i wynosil odpowiednio: 8,3% w rdze=-
niu wewnetrznym (kanat 1.), 7,6% w rdzeniu zewnetrznym (kanat 2.)
i 8,7% w obregbie catego rdzenia nerkowego (kanat 3.). Dane te po-
twierdzajg wczesniejsza obserwacje (por. gr. IIIa), Ze u szczurdw
w udpieniu barbituranowym dozylna infuzja uzytago prz2ze mnie ago-
nisty wazopresyny powoduje wzrost stezenia substancji elektrolito=-
wych w $rédmiazszu rdzenia nerki.

Gidéwne dane dotyczgce hemodynamiki i czynnosci wydalnicze]j
nerek dla tej podgrupy (IIIb) zebrano w Tabeli 6. Wzrost catkowi=-
tego przepiywu krwi przez nerke (RBF) opisywany wczesniej we
wszystkich grupach, zanotowano réwniez i w tej serii doswiadczal=-
nej (Tab. 6). Wzrost ten (o 16%) aczkolwiek nieco nizszy niz
w podgrupie IIIa, byl statystycznie istotny (p<0,05). fuzja

agonisty wazopresyny nie wplynela w istotny sposdéb na tempo fil=

+paasi ) - s . .
tracji kigbuszkowej. Frakcja filtracyjna w trakcie doswiadczen



- 4] -

ulegala pewnemu obnizeniu = zmiana ta pozostaje na granicy istot-
nosci (Tab. 6).

¥plyw dDAVP na diureze u szczurdw byl w tej grupie (IIIb)
niewielki., W ciggu pierwszych 20 minut infuzji agonisty wazopresyn:
zanotowano S$rednio 17% wzrost diurezy, po czym nastapilo jej ob-
nizenie do wartosci kontrolnej. Obserwowanemu spadkowi % w drugim
okresie infuzji dDAVP towarzyszyl pewien wzrost osmolalnosci moczu
(196). Zardwno stezenie sodu w moczu (UNa) jak i tempo wydalania
tego jonu tu..v) nie ulegaio istotnym zmianom. Stezenie elektroli-
téw w moczu (uU_. ) wzrastato w czasie trwania doswiadczenia (p< 0,0-

Wpiyw dDAVP na procesy wydalnicze zachodzgce w nerce zanali=-
zowano doktadniej w oparciu o zmiany Cosm’ Cave Tg n 1 1% .. Dane
te przedstawiono w Tabeli 6 oraz zanalizowano graficznie na Ryc. 1Z
W wyniku infuzji dDAVP zanotowano niewielki wzrost klirensu osmo=-
tycznego i elektrolitowego (Ryc. 12). Wzrost ten przy jednoczesnym
braku zmian w tempie filtracji kiebuszkowej oznacza niewielkie
zmniejszenie globalnej reabsorpcji zardwno wszystkich substancji
osmotycznie czynnych jak i w szczegdlnosci substancji elektrolito-
wych. W ciagu calego doswiadczenia obsarwowano postepujacy wzrost
transportu wolnej wody. Zmiana ta pozostawaia na granicy istotnosc
(Tab. 5). Transport wody wolnej od elektrolitdw wzrastal w niewizl-
kim stopniu. Wydalanie substancji nieelektrolitowych (C . ) wzras-
talo progresywnie w ciggu calsgo przebiegu doswiadczenia (Tab. 6).

Nalezy przypuszczaé, ze zmiany wydalania wody i substancji
rozpuszczonych przebiegaty z jednoczesnym wzrostem stezenia elek-
trolitdéw w $rédmigzszu rdzenia nerki. W zgodzie z zanotowanym
wzrostem admitancji (Y) pozostaje postepujacy wzrost transportu

wolnej wody i wody wolnej od elsktrolitdw (Ryc. 13). Jednak wzros:
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Ryc. 12. A. Zmiany kxlirensu osmotycznego (C___) i jezo skiadowych:

diurezy (v) i transporitu wolnej wody (TE ).

B. Zriany Xxlirensu elektrolitowego (C .} 1 jego skZadowych
V i transportu wody wolnej od elektrolitdw (TE;O) W OwWy-
nixu podania agonisty wazopresyny - dDAVFE. .

0 - 20 ain, 20 - 55 min - czas od rozpoczecia infuzji

doAVP.
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yc. 13. Zmiany admitazcji (Y), transportu wolnej wody
) i wody wolnej od elektrolitdw (Tcen) W

trakcie infuzji 4ADAVP a nastepnie dodania infu-
zji indometacyny (ID0) u szczurdw z podsrupy

I a (3) i IIIb (4).
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T%ZO i Tgeo mégt byé réwniez wynikiem zwiekszonej pod wplywem
dDAVP przepuszczalnosci sciany kanalika zbiorczego dla wody.

Reasumujac, infuzja dDAVP wywolala w tej grupie (IIIb) istot=-

ny wzrost stezenia substancji elektrolitowych w $rédmigzszu rdze-
nia nerki. Zanotowano réwniez istotny statystycznie wzrost ste-
zenia elektrolitéw w moczu oraz postepujacy wzrost transportu
wolnej wody. Zmiany diurezy i osmolalnosci moczu byly w tej gru-

pie nieistotne.
3.4. POROGWNANIE WYNIKOW W GRUPACH I-III

Na Ryc. 14 zestawiono procentowe przyrosty admitancji w gru-
pie kontrolnej oraz w wyniku infuzji AVP lub dDAVP. W trakcie in=-
fuzji argininowej wazopresyny przebieg zmian admitancji rdzenia
nerki byt podobny Jjak w grupie kontrolnej. Natomiast infuzja
dDAVP wywolala znamienny wzrost admitancji w obu warstwach rdze=-
nia nerki, ilosciowo nieco wiekszy w obrebie rdzenia wewnetrznego.

Catkowity przeplyw krwi przez nerke (RBF) wykazywal tendencje
wzrostowa u wszystkich badanych zwierzat. W grupie kontrolnej
i po infuzji AVP krzywe opisujace przebieg RBF byly zblizone
(Ryc. 15). Natomiast po infuzji 4DAVP otserwvowano znacznie wyraze
niejszy wzrost RBF. Analiza statystyczna wykazala istotna rdznics
migdzy $rednim przyrostem przeplywu obserwowanym w obu podgrupach
po infuzji dDAVP (dla IIIa - p<0,001; dla IIIb - p<0,01) a przy-
rostem zanotowanym w grupie kontrolnej. Zestawienie przebiegu
pozostatych parametréw hemodynamicznych (GFR, FF) nie ujawnilo
istotnych rdznic miedzy grupami. Nalezy w tym miejscu przypomniegé,
ze cala grupe III (infuzja dDAVP) podzielono na dwie podgrupy,

w zaleznosdci od wyjsciowego poziomu diurezy. Jak widaé na Ryc. 16
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Ryc. 14. Frocentowy przyrost admitancji w rdzeniu wewng¢traznym (I.M.,
kana% 1), rdzeniu zewnetrzaym (0.M., kanak 2) w poszczegdlnych
grurach doswiadczalnych. C- grupa I (kontrolna); AVP - grura II;
dDAVPa - podgrupa IIIa; dDAVPb - podgrupa IIIb. Strzatkami zaz-
naczono zunkt w czasie od ktdrego zespdx krzywych wykazuje zna-
mienne zrdinicowanie (klasyczna analiza wariancji; r €0.05)
- zraciennie rdine od jednoczesnej Sredniej wartosci kon-
trolnej (ANOVA oraz zmodyfikowana statystyka t-Studenta
z poprawka Bonferroniego dla wieloxrotnych pordwnan; p<0.017,
- $rednie skumulowanyck podgrur ADAVP znamiennie rdézne od jed-
noczesnej wartosci konirolnej (test t-3tudenta; 1 <0.05)
I.M. - rdzeX wewnetrzny (kanat 1), 0.M. - rdzen zewngirzny

(canax 2).
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ye. 15. Zniany calkowitego przepiywu krwi (REF)
w grupie kontrolnej (C) oraz po infuzji
AVF (gr. II) lub dDAVP (gr. IITa i b) -
- wartosci srednie 133
% - wartoéci istotnie rézne od gredniej
wartoséci kontrolnej w tym sazym punkcie
czasowynm (ANOVA oraz zmodyfikowana sta-

tystyka t-Studenta z porrawka Bonferroniego

la wielokrotnych pordwnar; p<0,017).
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. Zmiany wydalania sodu (U. V). xlirensu osmotyczne-
g0 (Cos~) i transportu wolnej wody (TQAO) w grurie
kontrolnej (C) oraz po infuzji AVP (gr. II) lub
dDAVP (gr. IIIa i b)

- wartodci $rednie 3B

- istotna zmiana wzgledem okresu xontrolnego

(ANOVA dla pomiardéw powtarzanych w czasie).
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W grupie z podwyzszona diurezg (IIIb) caly szereg wskaznikdw (np.

o
Cosp? T O) pozostawat na duzo wyzszym poziomie juz w momen-

cie rozpoczecia doswiadczen. Takze tempo filtracji klebuszkowej
byto tu Srednio o 25% wyzZsze niz w pozostalychvf%a%?n6)

Z zestawienia danych dotyczacych czynnosSci wydalniczej nerek
wynika, ze Jjedynie po infuzJji argininowej wazopresyny (AVP) obser=-
wujemy wyrazZny wzrost diurezy i obnizenie osmolalnosci moczu (Ryc.
17). W grupie IIIb zanotowano istotny wzrost osmolalnosci moczu
w drugim okresie infuzji dDAVP w stosunku do pierwszego. Wydalanie
sodu wzrosio wyraznie tylko u szczurdw, ktdérym podawano AVP (Ryc.
16). Tylko w tej grupie obserwuje sig rdéwniez istotny wzrost kli-
rensu osmotycznego i transportu wolnej wody. Tendencje wzrostowe
tych dwdch ostatnich wskaZnikdéw zanotowano takze po infuzji ago-
nisty wazopresyny, lecz nie sg to zmiany statystycznie istotne
poza Jjednym przypadkiem: THno dla grupy IIIb pozostaje na granicy
istotnosci (p = 0,05) (Rvc. 16).

Reasunmujac, infuzja argininowej wazopresyny wywoiala wyrazne

zmiany w czynnosci wydalniczej nerek. Wzrost diurezy po AVP byl
jednoczesny z2 wzrostem wydalania sodu, wzrostem klirensu osmo-
tycznego I klirensu elaktrolitowego = <o oznacza zmni2jszong glo-
balng reabsorpcje substancji osmotycznie czymnych. Mmisj wyrazny
(w pordwnaniu ze wzrostem diurezy) spadek osmolalnosci moczu oriz
progresywny wzrost transportu wolnej wody (Ryc. 17 i 16) zanotowa-
ny w tej serii doswiadczalnej sugeruja, ze nie doszlo tutaj do za-
burzenia funkcJji mechanizmu zageszczania moczu (co byloby zjawis-
kiem paradoksalnym i trudnym do wytiumaczenia). Nalezy przypusz-
czaé, ze wszystkie opisane zmiany zachodzily rdwnoczesnie z pewnym
(zaplanowanym) wzrostem cidnienia krwi. Infuzja AVP nie miata na-

tomiast istotnego wpiywu na stezenie elektrolitdw w 3rddmigzszu
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ye. 17. Zmiany diurez ( ) i osmolalnos$ci moczu ___)
w grupie kontrolnej (C) oraz vo infuzji ATr
(gr. II) lub dDAVF (zr. IIIa i b)
- wartodci $rednie ¥SE
-1 zmiana wzglgdem okresu xontrolnego
(A OVA dla poriardw vowtarzanyca w czasie)
*- istotna rdinica nizdzy Srednimi w pierwszym
i drugim oxresie infuzji DAVP (test t-Studenta

dla znmiennych poZaczonych)
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nerki - w przeciwienstwie do dDAVP, po ktdérym obserwowano istotny
jego wzrost (Ryc. 14). Infuzja ACAVP nie spowodowala niemal zad-
nych zmian w czynnosci wydalniczej nerek. Jedyna istotng zmiang
byt wzrost stezenia elektrolitdw w moczu u szczurdw z duza wyjs-
ciowg diurezg (IIIb). Ponadto zanotowano wyrazny (lecz nieznamien-
ny) wzrost Q, UMNQ, C w podgrupie IIla i wzrost T

osm H~O
u wszystkich szczurdéw, ktdrym podawano dDAVP.

3.5. DZIALANIE INDOMETACYNY U ZWIERZAT OTRZYMUJACYCH dDAVP®

Jak juz zaznaczono wczedniej (patrz 2.5), u niektdrych
szczurdw (n = 10) z grupy III przeprowadzono dodatkowo pod ko-
niec doswiadczenia (w okresie U,) infuzje indometacyny (IND).
Byla ona natozona na trwajaca caty czas infuzje agonisty wazopre-

syny = dDAVP.
3.5.1. Zmiany admitancji

N zwigzku z tym, 2Z2e zakres wartosci admitancji w obydwu
podgrupach (I a i b) w momencie rozpoczecia infuzji IND byl po-
dobny oraz Srednie przyrcsty Y nie réznity sie miedzy sobg istot=-
nie, pcstanowicno otrzymane wyniki przedstawii Ygcznie. Dane do=-
tyczace wpiywu Indcmetacyny na admitancje tkanki nerkowej przed-
stawiono na Ryc. 18. Poniewaz w ciggu ostatnich 12 minut infuzji
dDAVP przed podaniem IND nie obserwowano Juz istctnych zmian ad-
mitancji (testem t-Studenta nie wykazano istotnej réznicy w punk-
tach "=12" i "C"), okres ten potraktowano jako kontrolny.

Z Ryc. 18 widaé, ze juz po 2C minutach infuzji zastosowanego

tu inhibitora syntezy prostaglandyn, obserwowano istotny wzrcst Y

Nyriki badan z zastcsowaniem indometacyny uzyskanc w doswiadcze=-
niach przeprcwadzonych wspdlnie z L. Dobrowolskim.
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Ryc. 18. umiany admitancji tkarki nerkowej w wyniku infuzji
indome*tacyny (IHD) u szc<urdw otrzymujgcych
dDAVP (grupa III). Wartosci frednie -S3.
¥ - istotne rdéznice misdzy wartodciami $rednimi
w 20 (n=10) i 32 (n=6) minucie infuzji IND w stosunku
do €redniej w punkcie O (test t-btudenta).

I.M. - rdzeid wewnstrzny, O.M. - rdzed zewnstrzny
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(p <0,05) w obydwu warstwach rdzenia nerkowego. Dalsza infuzja

IND wywciywata dalszy wzrost (p<0,01) stezenia elektrolitdw

w $rdodmigzszu rdzenia. Niestety wage tych obserwacji obniza nie=-

co fakt braku réwnoczesne]j kontroli czasowej, tzn. doswiadczen

w ktdérych prowadzono by jedynie przediuzong infuzje dDAVP.
Charakterystyke hemodynamiki i wydalania nerkowego przeana=-

lizowano dla kazdej podgrupy (IIIa i IIIb) oddzielnie.
3.5.2. Zmiany czynno$ci nerek

Grupa I a (niska diureza wyjsciowa)

Gidwne dane dotyczgce cidnienia tetniczego, hemodynamiki
i czynnodci wydalniczej nerek przed i w czasie infuzJji indometa-
cyny przedstawiono w Tabeli 7. Poniewaz zmiany obserwowane po po-
daniu indometacyny pordwnuje sie z wartosdciami uzyskanymi w ostat-
nim okresie infuzji dDAVP, interpretacja uzyskanych wynikdw Jest
niekiedy trudna. Tylko wyraZne zmiany wskaznikéw po IND wystepu=-
jace na tle braku zmian lub ich stabilizacji w czasie ostatniego
okresu infuzji dDAVP, mozna traktowaé jako zmiany specyficznie
zalezne od podanego inhibitora syntezy prostaglandyn (por. takze
Ryc. 19).

Podanie indometacyny nie wpiynelo istotnie na wartosé cié-
nienia tetniczego u badanych szczurdéw. Zanotowano natomiast wy-
razne zmiany w hemodynamice nerek: istotny wzrost tempa filtracji
ktebuszkowej (p <0,01) i pewien wzrost (nieznamienny) calkowitego
przepiywu krwi przez nerke (Tab. 7). Ta ostatnia zmiana stanowila
na’prawdopodobniej kontynuacje trendu wzrostowego RBF obserwowa-
nego juz w trakcie infuzji dDAVP (Tab. 5, Ryc. 15) a wiec trudno

Ja wigzadé z dziataniem indometacyny.
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yc.

19.

Frocentowe przyrosty wskaznikéw czynnosci wydalnicze]
oraz wyniku infuzji indometacyny
naXozonej" na infuzje ADAVFP (caia wysokoéé siupkdw)

w zestawieniu ze zmianami obserwowanymi w cizgu
rorrzedzajacych 35 min infuzji samej dDAVP (zakropkowane
fragmenty stupkdéw) w grupie I a i IIIb.

% znamiennie rdézne od wartosci z okresu poprzedzajacego

(infuzja samej dDAVF), p{(0,05.
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W wyniku infuzji indometacyny zanotowano rdéwniez wzrost wy=
dalania nerkowego (V, moze byé zwigzane z podwyzszeniem
filtracji kiebuszkowej. Wzrost Cosm mozna potraktowaé jako pewnag
kontynuacje wzrostu obserwowanego w trakcie infuzJji dDAVP aczkol=
wiek dynamika tych zmian po indometacynie byta duzo wyzsza. Jedno=-
czeénie obserwowano istotny wzrost osmolalnosci moczu (p< 0,01),

transportu wolnej wody (Iy A » P<0,05) oraz wzrost udziatu tego

gzo/cosm’ p<0,05). Zmiany

te wydaja sie by¢ specyficznie zwigzane z zablokowaniem syntezy

ostatniego w klirensie osmotycznym (T

prostaglandyn.

Wzrost reabsorpcji wolnej wody a szczegdlnie Jej udziatu

.
»

H

2e zwiekszyla sieg reabsorpcja wody w rdzeniowych odcinkach kanali=-

w wartosci klirensu osmotycznego (T O/Cosm) moze wskazywadé na to,

kéw zbiorczych. Mogtoby to zalezeé od zwiekszenia osmolalnosci
$rédmigzszu rdzenia (por. wzrost Y) lub zwiekszenia przepuszczal=-

nosci ukladu zbiorczego dla wody.

Grupa b (wysoka diureza wyjsciowa)

Dane dotyczace zmian hemodynamiki i czynnosci wydalnicze]
nerek w wyniku infuzji indometacyny u szczurdw z wysoka wyJjsciowa
diureza, przedstawiono w Tabeli 8 oraz na Ryc. 19.

Infuzja inhibitora syntezy prostaglandyn nie wplynela wyrai-
nie na cisnienie tetnicze u badanych zwierzat, nie zanotowano réw=-
niez istotnych zmian w hemodynamice nerek (Tab. 8) = w przeciwier=-
stwie do wzrostu obserwowanego u zwierzat z niskg diurezg wyJjscio-
wa (IIIa).

Zmiany wydalania nerkowego (O, Cosm® UNaQ) miaty podobny kie=-
runek i zakres w obydwu podgrupach szczurdw. Obserwowany tuta]

(IIIb) wzrost wydalania nerkowego wystapil bez wzrostu filtracji



kiebuszkowe] i przepiywu krwi. Przez analogie moZna wigc przy-
puszczaé, 2e obserwowany w czasie infuzji indometacyny wzrost
diurezy, klirensu osmotycznego i wydalania sodu w podgrupie IIla
(por. Tab., 7) réwniez nie byt pochodng zwiekszonego tempa filtra-
cji kiebuszkowe].

Odmienny byt wpiyw indometacyny na osmolalnos$é moczu (Ubsm)’
ktéra w grupie szczuréw z wysoka diurezg wyjsciowg ulegta nie-
wielkiemu obnizeniu (Tab. 8) w przeciwienstwie do istotnego wzros-
tu zanotowanego u zwierzat z niska diurezs.

W Tabeli 8 przedstawiono takze dane dotyczace zmian klirensu

osmotycznego (C

osm) i elektrolitowego (Cel) oraz transportu wol=-

nej wody (ngo) i wody wolnej od elektrolitéw (T:".). Zanotowano
wyraZny aczkolwiek nieznamienny wzrost transportu wolnej wody.
Trudno roztrzygngé czy Jjest on specyficznie zwigzany z podaniem
indometacyny, poniewaz Jjuz w czasie infuzji dDAVP obserwowano
tendencje wzrostowg Tﬂzo. Jednoczesny wzrost klirensu osmotyczne-
go byl niewatpliwie konsekwencja infuzji IND (Ryc. 19).

Infuzja inhibitora syntezy prostaglandyn spowodowaita rdéwniez
wyrafny wzrost klirensu elektrolitowego (Cel), istotny statys-
tycznie wzrost reabsorpcji wody wolnej od elektrolitdw (Tgen ;

p <0,05) oraz wzrost stosunku THAO/Cel' Obserwowane zmiany trans-
portu wody wolnej od elektrolitdéw sg duzo wyrazZniejsze niz zmiany
klasycznego TS n, CO potwierdza obserwacje (por. 3.6), ze Tgen
Jest czulszym wskaZnikiem zmian reabsorpcji wody, poniewaz na Je-
go wartosé nie wplywa zwigzany z ruchem wody ruch mocznika,

Nalezy przypomnieé, 2e wszystkim zmianom, ktdre mozna wigzad
z podaniem indometacyny (zwtaszcza wzrost V i wydalania sodu
u wszystkich zwierzat oraz wzrost ™ A w gr. IITa i T w
IIIb) towarzyszyl jednoczesny wzrost stezenia elektrolitdéw w Sréd-
migzszu rdzenia nerki (Ryc. 19 i Ryc. 18).
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3.6. DZIALANIE AVP I dDAVP U SZCZURGW W USPIENIU ETANOLOWYM

Celem tej serii doswiadczalnej nie byo ilosciowe testowanie
preparatéw ADH a tylko sprawdzenie ich dzialania antydiuretyczne=-
go. W zwigzku z tym nie starano sie wywolaé peinej diurezy wodne}]

i wyjsciowe osmolalnosci moczu wahaty sie w granicach od 220 do
360 mosm/kg H,0. Ze wzgledu na niewielks liczbe doswiadczer nie
byto takze uzasadnione pordéwnywanie wielkosdci odpowiedzi w zalez=-
nosci od dawki lub pordéwnywanie efektywnosci obydwu preparatdw
wazopresyny.

Obserwowana u szczurdw reakcja na wstrzykniecie dDAVP czy
tez AVP, przypomina typowag odpowiedZ antydiuretyczng (Ryc. 20),
polegajacg na zmniejszeniu diurezy minutowej i zwiekszeniu osmo-
lalnosci moczu. Tym samym rozwiane zostalty watpliwos$ci co do ak=-
tywnosci obu preparatdéw; watpliwosci takie powstaly w zwigzku
z brakiem spadku diurezy i wzrostu osmolalnosci po AVP i dDAVP
obserwowvanym w giéwnych grupach doswiadczalnych (II i III a, b).

Nieco giebsza analiza wynikdéw przedstawionych w Tab. 9 wska=-
zuje Jednak, ze nie mielidmy tutaj do czynienia z tzw. klasyczng
odpowizdzia antydiurstyczng, poniewaz obserwowane procentowe spad-
ki diurzzy byly wigksze niz towarzvszace im wzrssty osmolalnosci
moczu,

Transport wolnej wody (Tgéo) charakteryzujacy objeto3é wody
wolnej od wszystkich substancji osmotycznych, zreabsorbowanej w ka-
nalikach jest wskazZnikiem powszechnie stosowanym przy ocenie anty-
diuretycznego dziatania ADH. Zestawienie zmian diurezy i ¢ 0
w pierwszym doswiadczeniu (Ryc. 20A i 21A) wskazuje, ze spadek
diur=szy nie odzwierciedlat istotnego wzrostu reabsorpcji wolnej

wody ale spadek klirensu osmotycznego (C.._). W omawianym doswiad=-
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Rye. 20.

Reakcja an-ydiuretyczna na dozylne wstruy'migeie
syntetycznego aralogu wazorresyny (20AVE) 1ub
wazorresyny argininowej (AVP) u 4 szczurcw w us-
vieniu etanolowym. Liczly na wyxresach diurezy (V)

oznaczaja osmolalnosé moczu (mosm/xz E?O).
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czeniu (A), ktdrego dane zestawiono z klasycznie opisywang reak-

cja antydiuretyczng (gdzie: cosm = const, a wigc spadek diurezy

-

odzwierciedla wzrost T. ~). klirens osmotyczny po wstrzyknizsciu
dDAVP zmniejszyl sie z ok. 95 do 25 ul/min (Ryc. 22). Takze w do3
wiadczeniu C wyrazny spadek diurezy byt gidwnie odzwierciedleniem
spadku Cosm a tylko w malym stopniu zalezat od niewielkiego

i przejsciowego wzrostu Ty , (Ryc. 21 C). W doswiadczeniach B i I
(Ryc. 20 i 21) spadek diurezy byl juz zwigzany z wyraZnym przej-
Sciem od wydalania do reabsorpcji wolnej wody, zardwno po wstrzy-
knieciu dDAVP jak i AVP,

Na Ryc. 21 obok przebiegu zmian zmiany
transportu wody wolnej od elektrolitdw (T Zmiany tego ostat-
niego wskaZnika obserwowane po preparatach wazopresyny byly duzo
wieksze niz zmiany klasycznego . . Jest rzeczg uderzajacg, ze

Tce

wzrastal bardzo znacznie po wstrzyknieciu obu preparatdéw
ADH nawet wdéwczas, gdy klasyczny wskaznik (T3 ~) niemal nie ule=-
zat zmianie (Ryc. 21 4, C).

Tak wiec na podstawie analizy %lasycznych wskazZnikdw opisu=-

)

Jacych zmiany zageszczania moczu: Xlirensu osmotycznego (COsm
i Jegc sktadowyca tj. diurezy ( ) i =<ransportu wedy wolnej od
wszystkich substancji osmotycznie czymnych (T;ZO) stwierdzono, 22
spadek diurezy po wstrzyknieciu ADH przejawial sie w g}dwnej mia-
rze jako spadek klirensu osmotycznego (Tao. 9). Na Ryc. 23 pordéw=-
nano zanotowane w doswiadczeniu A zmiany klasycznych wskaZnikow

ze zmianami klirensu elsktrolitowego (C_. ). diurezy (%) i trans-
portu wody wolnej od elektrclitdw (T%io). Dane te wskazujg wyraZ-
nie, 2e po wstrzyknieciu dDAVP nastapito tylko nieznaczne obnize=-
nie klirensu elektrolitowego, natomiast spadek diurezy by przede

wszystkim skutkiem zmniejszonego wydalania wody wolnej od elek-
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c. 22. dmiany klirensu () i3j-
skiadowych: diurezy (V) i “ranszoriu
wolnej wody
Prawa strona - "typowa'" reaxcja antydiure-
tyczna,
lewa strona - dane doswiadcienia 4 z c. 20,

2 .



- Ryc. 23. Reaxcja aniydiuretyczna na dDAVF analizowana na
rodatawie zmian transtoriu wodly wolnej od wszyst-
rich suts*ancji osmo:ycznycn (lewa s:irona, L) oraz
wody wolnej od elextrolitdw (prawa strona, F).

L - stacdek diurezy jest wynikierm sradku klirensu

. . e
osmovycznego, znikomy wzrost T

P - srtadek diurezy jest wynilkiex zmniejszenia
s ) . s sy s ce
wydalania wody wolnej od elekxtrolitdéw (-T. .J,
2

znikoxzy spadek klirensu eleirtrolitowego (Z_,).

Dane doé¢wiadczenia A z Ryc. 20, &1, 22.
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trolitdéw. Podobne wyniki uzyskano w pozostatych trzech doswiad-
czeniach (Tab. 9). Poniewaz C prawie nie ulegal zmianie, obser=-
wowany tutaj spadek C___ byt w gidwnej mierze wynikiem zmniejszo-
nego wydalania substancji nieelektrolitowych, przede wszystkim
mocznika.

Reasumujac, z przedstawionych danych wynika, ze po obydwu

preparatach ADH wystgpita odpowiedz antydiuretyczna ze spadkiem
diurezy i wzrostem osmolalnos$ci moczu, chociaz tylko w dwdch przy-
padkach na cztery zanotowano typowe zmiany T ~. W kazdym przypad-
ku dochodzio do spadku klirensu osmotycznego. Spadek diurezy byl
Jjak gdyby wynikiem obnizenia Cosm a w mniejszym lub znikomym stop-
niu wynikiem wzrostu T\ .. Po wstrzyknieciu obydwu preparatodw
wazopresyny wydalanie wody wolnej od elektrolitdw (=1,. ~) zmniej=-
szalo sie lub nawet dochodzilo do jej reabsorpcji (+T§eo). Inaczej
niz to stwierdzono analizujgc klasyczne wskazniki (COsm ’

spadek diurezy "zalezai™" nie od spadku klirensu elektrolitowego

: ce
(cel) ale od zmiany



4, DYSKUSJA

Celem obecnej pracy byla préba potwierdzenia danych pocho-
dzgcych z badani mikropunkcyjnych oraz badand prowadzonych na izo=-
lowanych kanalikach (in vitro), a wskazujgcych na zJjawisko stymu-
lacji transportu sodu w petli Henlego przez hormon antydiuretycz=-
ny. Doswiadczenia prowadzone in vitro obok swej duzej precyzyj=-
nosci i technicznych mozliwosci badania procesdéw wewngtrzkomdr-
kowych czy nawet molekularnych majg tez istotne ograniczenia.

Tak na przykiad izolowane kanaliki nerkowe nie posiadajg swojego
naturalnego otoczenia = tkanki Srddmigzszowej z calym szeregiem
struktur oraz czynnikéw hormonalnych i biochemicznych moggcych
wplywaé na procesy w nich zachodzgce. Dlatego tez nie zawsze wy-
niki uzyskane w badaniach in vitro potwierdzaja sie w odniesieniu
do calego narzadu czy organizmu. W obecnej pracy szukano wiec od-
powiedzi na pytanie czy w warunkach in vivo stymulacja przez ADH
transportu w petli Henlego bedzie zachodzita i czy przejawi sie
ona jako zmiana stezenia NaCl w otaczajacym petle Srddmigzszu.
Istotne znaczenie miatoby stwierdzenie, Ze ADH poprzez stymulacje
reabsorpcji Nat w tym odcinku kanalika moze podwyzszadé korowo=-
-brodawkowy gradient elektrolitowy w nerce w stopniu majgcym zna=-

czenie dla procesdéw zageszczania moczu.

4.1. DZIALANIE NATURALNEGO HORMONU ANTYDIURETYCZNEGO (AVP)

W pierwszej grupie doswiadczalnej stosowano egzogenng wazo=-
presyne w dawce wahajacej sie w granicach 0,6 - 8,5 ng/kg min.
Na tak wysoka dawke zdecydowano sie poniewaz wiadomo, ze do wywo=-

tania stymulacji petlowych receptoréw v. w warunkach in vitro wy=-
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magane Jjest okoio pieciokrotnie wyZzsze stezenie hormonu niz ste-
2enie wywolujgce hydroosmotyczne dziatanie ADH w kanaliku zbior-
czym (de Rouffignac, 1390; Bankir, 1991). Uzycie zrdznicowanej
dawki preparatu u poszczegdlnych zwierzat omawianej grupy dos-
wiadczalnej podyktowane byto ich zrdéznicowang wrazliwoscig osob-
nicza na podawany hormon.

Nalezato sie rdwniez spodziewaé, ze endogenna wyJjsciowa ak-
tywnosé uktadu antydiuretycznego u poszczegdlnych zwierzat byla
rézna., Poniewaz nie mierzono aktywnosci antydiuretycznej osocza
oraz nie by*o mozliwos$ci oceny stopnia wrazliwosci zwierzat na
podawany preparat, uzyskiwang biologiczng aktywnos$é infundowanego
hormonu (AVP) oceniano na podstawie jego dziaania presyjnego.
Dawke dobrano tak aby wywolywala podobny wzrost cisnienia tetni-
czego u badanych zwierzat, nie przekraczajacy 10 mm Hg. Wywoianie
znacznego wzrostu cisnienia utrudnialoby interpretacje uzyskanych
wynikdw ze wzgledu na istnienie znanego zJjawiska natriurezy zalez-
nej od cidnienia krwi ("pressure natriuresis").

Wewnatrznerkowe nastepstwa wzrostu cisnienia perfuzyjnego
nerek nie zostaly ostatecznie scharakteryzowane; przegladu propo-
nowanycia nipotaz tiumaczacych wzrost wvdalania sodu dokcnali os-
tatnio Roman (1986) oraz Firth i wsp. (199C). Niektdrzy bdadacze
sugeruja, ze wzrost cisnienia przenosi sie na naczynia oxolokana-
likxowe uposledzajac reabsorpcje proksymalng. Selkurt i wsp. (1966)
uwazaja, 2e nastepstwem zwiekszonego cisnienia perfuzyJjnego Jest
wzrost rdzeniowego przeptywu krwi prowadzgacy do rozproszenia gra-
dientu osmotycznego ("wash out"). W konsekwencji dochodzi do upo-
dledzenia reabsorpcji soli w odcinkach kanalikéw potozonych giebo=-

ko w rdzeniu. Przyczyng tego uposledzenia moze byl rdwniez zwiek=-
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szone cidnienie hydrostatyczne w naczyniach prostych oraz w srdéd-
migzszu rdzenia nerki. Inna grupa badaczy podkresla znaczenie
wzrostu filtracji kiebuszkowej, chociaz istnieja liczne prace,

w ktdérych nie obserwowano zmian GFR.

Takze w obecnej pracy w trakcie infuzji AVP zanotowano wyraz-
ny, 2,5=krotny wzrost diurezy oraz znaczny wzrost wydalania sodu,
jednak bez zmian w tempie filtracji kiebuszkowej. By¢é moze Juz
niewielki wzrost cisnienia obserwowany w tej grupie byt przyczyna
zwiekszonego wydalania wody i sodu, lecz u jego podloza z pewnos-
cig nie lezaily zmiany GFR.

Paradoksalng diureze i natriureze po wazopresynie, zachodzaca
nawet bez wzrostu cisnienia krwi, obserwowato od dawna wielu ba=-
daczy (Ali, 1958; Thorn, 1959; Kramar, 1966; Kurtzman, 1975).
Wyniki wczesniejszych prac sugerowaty, ze przyczyng tego efektu
moze by¢ zardwno bezposredni wplyw AVP polegajacy na hamowaniu
transportu elektrolitéw w dystalnych odcinkach kanalika nerkowego
(Luke, 1973; Kurtzman, 1975), jak i dzialanie wazopresyny za po-
Srednictwem czynnikdw nerwowo-hormonalnych. Obnizenie aktywnosci
nerkowych nerwéw sympatycznych, zmniejszenie wydzielania reniny,
aktywacja ukfadu kinina-=kalikreina oraz stiymulacja syntezy prosia-
glandyn przez wazopresyne moga prowadzié do wzrostu wydalania wo=-
dy i sodu (Cowley, 1988). Ostatnie badania Ando i wsp. (1991) su=-
geruja, ze ADPH w dawkach farmakologicznych moze dziataé rdwniez
od strony Swiatla kanalika, prowadzac do hamowania reabsorpcji
elektrolitéw i wtérnie obnizaé reabsorpcje wody w kanaliku zbior-
czym = proces odwrotny do typowe]j stymulacji reabsorpcji przez
hormon dziatajgcy od strony bazolateralnej.

W omawianych doswiadczeniach z uzyciem argininowej wazopresy-

ny (grupa II) nie udalo sie wywotad istotnego wzrostu admitancji
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tkanki $rédmigzszowej rdzenia, co wskazuje na brak zmian stezenia
elektrolitéw w tym obszarze. Przemawialoby to za brakiem znaczne=-
go 1 odtwarzalnego in vivo wplywu AVP na transport NaCl w petli
i na gradient elektrolitowy w nerce. Nalezy tu jednak rozwazyd
szereg okolicznos$ci, ktdre mogly uniemozliwié ujawnienie tego
wpiywu, takich jak:

1) wzrost ciénienia tetniczego krwi,

2) wysoka wyjSciowa aktywnos$é antydiuretyczna,

3) stymulacja prostaglandyn hamujacych dziatanie ADH.

Ad 1. Jak wspomniano wczedniej, wywolany infuzjg wazopresyny
wzrost cisdnienia tetniczego krwi mdgt niwelowaé stymulowang przez
ten hormon reabsorpcje NaCl. Wzrost cidnienia perfuzyjnego nerek
mégt powodowaé zahamowanie reabsorpcji kanalikowej lub poprzez
zwiekszenie rdzeniowego przepiywu krwi uniemozliwial gromadzenie
elektrolitdéw (NaCl) w $rdédmigzszu rdzenia.

Ad 2. Istnieje wiele doniesien wskazujgcych, ze uspienie
barbituranowe oraz zabiegi chirurgiczne stymuluja uwalnianie hor-
monu antydiuretycznego (Chrysant i wsp., 1977; Ishihara i wsp.,
1978). Nalezy sie wiac spodziewal, Ze w zastosowanym przaze mni2
modelu doswiadczalnym, zwierzeta miaiy bardzo wysoki poziom 2ndo-
gennego ADH. Mozna spekulowaé, ze podanie pewnej nawet znaczne]
dawki egzogennego hormonu na tle jego wyjsSciowo wysokie]j aktyw-
nosci, byd¢ moze zapewniajacej juz maksymalng stymulacje recepto-
réw, moze nie wywolaé oczekiwanego efektu. Warto podkreslicé, ze
nie obserwowano ani oznak wzrostu transportu NaCl w petli Henlego,
ari odpowiedzi arntydiuretycznej mimo iz, Jjak wiadomo, dziaZanie
ADH na przepuszczalnos$é Scian kanalika zbiorczego dla wody zacho-
dzi juz przy jego stezeniach duzo nizszych niz stezenia potrzebne

de stymulacji transportu soli w petli. Nalezy takze przypomnied,
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2e narkoza 1 zabiegi chirurgiczne stymuluja synteze prostaglandyn

(DiBona, 1986), gidwnego naturalnego czynnika hamujgcego dzialanie
ADH zardwno na kanalik zbiorczy jak i na petle Henlego. Mozna sie

wiec spodziewad, 2e juz na poczatku doswiadczer dzialanie hormonu

antydiuretycznego by*o antagonizowane przez prostaglandyny. Znaj-

duje to potwierdzenie w uzyskanych tutaj wynikach: mimo przypusz-

czalnie wysokiej aktywnosci ADH osmolalnos$é moczu zardwno w okre-

sie kontrolnym Jjak i w trakcie wszystkich doswiadczen byla niezbyt
wysoka. Ponadto obserwowany po zablokowaniu prostaglandyn istotny

wzrost osmolalnosci moczu w grupie IIIa (por. 3.5.2) moze przema-

wiaé za wystepowaniem u badanych szczurdéw opisanego wyzej antago-

nizmu.

Ad 3, Oprdécz wspomnianej roli narkozy i zabiegu chirurgiczne-
go, sama wazopresyna zwieksza synteze prostaglandyn. Stymulacja
ich syntezy odbywa sig¢ za posrednictwem receptordw v. zlokalizowa=-
nych w komdérkach $rédmigzszowych rdzenia (Leite, 1990). Podanie
egzogennego hormonu mogto powodowaé nasilenie syntezy prostaglan-
dyn hamujacych jego dzia*anie. Moze by¢ to kolejna przyczyna, dla
ktdérej nie udalo sie wywoXaé wzrostu stezenia elektrolitdéw w rdze=-
niu nerki,.

Nalezy tutaj takze wzig¢ pod uwage czas infuzji hormonu;
ok. 19% wzrost admitancji w rdzeniu wewnetrznym zaobserwowano
w jednym doswiadczeniu po 90 min infuzji AVP (por. rozdz. 3.2).
Doswiadczen tego typu nie kontynuowano, gdyz zastosowany tutaj
skomplikowany model doswiadczalny z krazeniem pozaustrojowym nie
nadaje sie do diugotrwalych obserwacji, gidwnie ze wzgledu na
narastajace trudnosci zwigzane z utrzymaniem zwierzecia w warun-
kach réwnowagi ("steady state") a szczegdlnie z utrzymaniem homeo-

stazy piyndéw ustrojowych.
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4,2, DZIALANIE ANTYDIURETYCZNEGO AGONISTY WAZOPRESYNY (dDAVP)

Wobec negatywnego wyniku uzyskanego po zastosowaniu AVP
(grupa II) oraz w celu unikniecia niedogodnos$ci zwiazanych z jej
naczyniokurczacym dziataniem wykonano doswiadczenia z uzyciem
dDAVP. Preparat ten Jjest znanym agonista wazopresyny, niemal po=-
zbawionym dziatania presyJjnego, a wiec stymulujgcym prawie wylacz=-
nie receptory typu Vé (stosunek dziatania na V. do dziatania na
V, Jak 1:3000).

Mimo specyficznego wpiywu na receptory VZ’ o ktérych wiado=-
mo, 2e posrednicza rdéwniez a wtasciwie przede wszystkim w hydro-
osmotycznym dziataniu ADH, nie obserwowano obnizenia diurezy
i wzrostu osmolalnosci moczu (por. 3.3). Przyczyna braku typowej
odpowiedzi antydiuretycznej mogta byé np. wspomniana wczesnieJ
wysoka endogenna aktywnosé ADH ale takze uzycie nieaktywnego pre=-
paratu. W celu roztrzygniecia powstatych watpliwosci wykonano do=-
datkowa serie doswiadczalna. Wielokrotne obnizenie diurezy i wzrost
osmolalnos$ci moczu (por. 3.6) u szczuréw w uspieniu etanolowym
potwierdzito antydiuretyczng aktywnosé obu uzytych preparatéw,

AVP i d4DAVP,

Kluczowym wynikiem tej pracy byxo wykazanie, ze infuzja
dDAVP wywoiuje istotny wzrost aamitancji tkanki rdzeniowej u wszys=
tkich badanych szczurdéw, zardwno w obrebie rdzenia zewnetrznego,
jak i wewnetrznego. Udalo sie wiec wykazadé, ze stymulacja recepto=-
row Vo W warunkach in vivo zwieksza wydatnie reabsorpcje NaCl
w petli Henlego, co odzwierciedlane jest przez wzrost stezenia
elektrolitéw w otaczajacym ja $rédmigzszu.

Nasuwaja sie Jjednak watpliwosSci zwigzane z zastosowaniem

bardzo wysokiej dawki, co utrudnia ocene fizjologicznej roli bada=-
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nego procesu. W przyjetym uk*adzie doswiadczalnym mamy do czynie=
nia z bardzo wysoka aktywnoscig endogennego hormonu antydiuretycz-
nego oraz z antagonizujacym dziataniem prostaglandyn. Ponadto
krdétkotrwata obserwacja narzucona przez zastosowany model stwarza
warunki utrudniajgce wykazanie poszukiwanego efektu. Mozna sie
spodziewad, Ze wpiyw ADH na transport NaCl w petli a tym samym

na wielkosé korowo-brodawkowego gradientu elektrolitowego ma zna-
czenie gdy Jest procesem diugotrwaiym, ktdrego nastepstwa kumuluja
sie w ciagu wielu dni., Wobec tego prdba zauwazenia poszukiwanego
efektu w krétkim, ostrym doswiadczeniu wymagala zastosowania po-
teznego bodZca. Uzyskane przeze mnie wyniki nie dowodzg fizjolo-
gicznej roli procesu stymulacji transportu NaCl przez ADH ale stwa=-
rzaja podstawe do przypuszczen, ze dziatanie takie zachodzi i moze
mieé istotne znaczenie. Rozszerzenie przeprowadzonych tutaj badan
mogioby przyniesé bardziej jednoznaczng odpowiedZ na postawione
pytanie. By¢ moze udaloby sie obnizyé gradient elektrolitowy za
pomoca antagonistdw receptordéw V.. W naszym uktadzie doswiadczal=-
nym (wysoka aktywnos$é endogennego ADH) préba taka mialaby szanse
powodzenia. Jeszcze lepszym rozwigzaniem by:yby badania przewlekie
prowadzone na zwiarzsetach nieuspionych i nia2 poddawanych zabiegom
chirurgicznym.

Infuzja dDAVP nia wplynela w istotny sposdéb na czynnoscé wy-
dalnicza nerek. Obserwowano jedynie pewien wzrost transportu wole
nej wody (TS ~) w obu podgrupach doswiadczalnych (III a i b) acz-
kolwiek byi on duzo wyrazZniejszy u szczurdw z wysoka wyJjsSciowa
diureza (por. 3.3.2). Mimo braku typowej reakcji antvdiuretycznej
na dDAVP wzrost ten moze byé przejawem poprawy warunkdéw do reab-

sorpcji wody. Przyczyng moze by¢ zardwno wzrost przepuszczalnosci
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Scian kanalika zbiorczego dla wody jak i wzrost stezenia elektro=-
litéw w rdzeniu nerki. Wzrost stezenia elektrolitdw w moczu (U
po dDAVP (w podgrupie IIIb) przy braku zmian stezenia sodu mdgiby
zalezeé od stymulacji sekrecji jondw K* do $wiatla kanalika

(Elalouf i wsp., 1984).
4,3, NASTEPSTWA BLOKADY PROSTAGLANDYN NA TLE INFUZJI 4dDAVP

Poniewaz istnialo uzasadnione przypuszczenie, 2e w zastoso-
wanym modelu doswiadczalnym dziatanie ADH zardwno na kanalik
zbiorczy Jjak i na petle Henlego byto przynajmniej czes$ciowo ha-
mowane przez prostaglandyny (PG), postanowiono zablokowaé ich syn=-
teze przy uzyciu znanego inhibitora cyklooksygenazy = inaometacyny.
Wprowadzenie infuzji indometacyny w warunkach wysokiej aktywnosci
egzogennej dDAVP (a takze endogennej AVP) mia}o na celu uwolnie=-
nie dziatajacego hormonu spod hamujgcego wptywu prostaglandyn;
mozna sie byto spodziewad "wzmocnienia" efektdw zaleznych od ADH.
Pewng niedogodnoscia zastosowanego tutaj protokoiu doswiadczalne=-
go jest brak rdéwnoczesnej kontroli czasowej a wiec doswiadczerd
z przediuzong infuzja samego dDAVP.

Zablokowanie syntezy prostaglandyn spowodowao wyrazny wzros:
admitancji w obydwu warstwach rdzenia nerki u wszystkich badanych
szczurdw (por. 3.5). Udato sie wiec wykazaé, ze w warunkach in
vivo prostaglandyny sg istotnym czynnikiem antagonizujacym stymu-
lowany przez ADH transport NaCl w petli Henlego.

CdpowiedZ hemodynamiczna po zablokowaniu prostaglandyn byla
odmienna w podgrupach IIIa i IIIb. U szczurdw z niska diureza
wyjsciowa zanotowano istotny choé niejasnego pochodzenia wzrost
tempa filtracji kisbuszkowej (por. 3.5.2), ktéry mdgiby odpowiadad

za obserwowany wzrost diurezy i wydalania sodu a takze przyczynié
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sie do wzrostu stezenia NaCl w $rddmigzszu rdzenia (zwiekszona
dostawa NaCl do petli). Jednak i w drugiej podgrupie doswiad-
czalnej (IIIb) zanotowano podobny a nawet wiekszy wzrost Q iU %
tym razem bez zmian tempa filtracji (por. 3.5.3). Mozna wiec sg-
dzié, ze zmiany hemodynamiczne nie byly istotng przyczyng wzrostu
wydalania wody i sodu po indometacynie. Nalezy podkreslié, ze
wzrost Q i UNaQ po zablokowaniu syntezy prostaglandyn jest wyni-
kiem zaskakujgcym i trudnym do wytiumaczenia. Istnieja doniesie=-
nia, Zze uboczne niespecyficzne dziatanie indometacyny moze pole=-
gaé m.in. na hamowaniu uwalniania ADH (Stokes, 1981). W warunkach
staiej infuzji znacznych ilosci dDAVP jest malo prawdopodobne aby
wspomniany efekt indometacyny mégl byé przyczyng obserwowanej
diurezy a szczegdlnie natriurezy. Nalezy sie raczej spodziewag,
ze zablokowanie prostaglandyn "uwolnilo" dodatkowo wspomniane
wczesdniej (patrz 4.1) nieswoiste, diuretyczne i natriuretyczne
dziatanie ADH; tak samo mozna by te2z tlumaczyé znamienny wzrost
stezenia Na¥ w moczu (por. 3.5).

A podgrupie szczurdw z niska wyjsciowg diurezg obserwowano
poza tym istotny wzrost osmolalnosci moczu oraz transportu wolnej
wody. Uwolnienie aydroosmotycznego dziaania ADH w kanaliku zbior
czym spod hamujacezo wpiywu prostaglandyn a takze wzrost stezenia
elektrolitdéw w rdzeniu (wzrost admitancji) ztozyty sie prawdopo-
dobnie na wzrost UOsm i TEAO‘ Infuzja indometacyny u szczurdw
z wysokg wyjsciowa diurezg (IIIb) nie powodowala wzrostu osmolal=-
nosci moczu. Lote i 3nape (1977) udowodnili, ze nawet w warunkach
wysokiej przepuszczalnosci Scian kanalika zbiorczego dla wody ora:
przy wysokim stezeniu mocznika i elektrolitdédw w rdzeniu nerki
osiggnigcie rdwnowaznej osmolalnosci moczu jest ograniczone przez

szybkosé jego przeplywu. Z tego powodu w warunkach wysokiej diure-
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zy (grupa b) odzwierciedlajacej szybki przeplyw moczu przez
kanalik zbiorczy, wzrost przepuszczalnosci $cian kanalika i wzros:
hypertonii osmotycznej rdzenia mogly nie przejawidé sie wzrostem

osmolalnosci moczu.
4,4, DZIALANIE AVP I ADAVP U SZCZURGW W USPIENIU ETANOLOWYM

W badaniach uzupeiniajgcych uzyskano potwierdzenie aktywnos-
ci antydiuretycznej uzywanych preparatdw AVP i dDAVP, Jjednak prze-
bieg reakcji antydiuretycznej byt nieco inny niz opisywany kla=-
sycznie. W opisach podrecznikowych reakcja ta przejawia sie wzros-
tem reabsorpcji wolnej wody (Tg-o) przy stalym klirensie osmo-

tycznym (C ), natomiast u wszystkich szczurdw tej serii zanoto-

osm
wano spadek klirensu osmotycznego. Stwierdzono, ze spadek diurezy
zaréwno po dDAVP jak i po AVP odzwierciedlal gtdwnie spadek Cosrn

a w mniejszym stopniu wzrost T§ﬂ0°

Nalezy rozwazyé mozliwe przyczyny obnizenia klirensu osmotycz
nego po wstrzyknieciu preparatdw wazopresyny:

1) Mechanizm kYsbuszkowy. Obnizeniaz filtracji ktebuszkowej
(GFR) a w nastepstwie obnizZenie przesgczonego *adunku substancji
osmotvecznych (Fosm) moze (pomimo pewnego zmniajszenia reabsorpcji
absolutnej) spowodowaé obnizenie wydalania substancji osmotycznie

).

2) Mechanizm kanalikowy. Pierwotny wzrost reabsorpcji sub-

czynnych (U__ V) oraz klirensu osmotycznego (C

osn osnm

stancji osmotycznie czynnych moze spowodowaé spadek ich wydalania

: : Cpamia
a wigc 1 obnizenie C

Ad 1. Poniswaz w omawianej tutaj serii doswiadczen nie mie=
rzono tempa filtracji kiebuszkowej, trudno jednoznacznie ocenié
Jej role w obserwowanym spadku klirensu osmotycznego. Doniesienia

dotyczace wpiywu ADH na tempo filtracji ktebuszkowej sa sprzeczne:
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obserwowano wzrost, spadek lub tez niewielkie zmiany bez istotne=-
go znaczenia (por. 1.2). Mozna sie spodziewad, ze wstrzykniecie
duzych dawek horamonu, takich jakie zastosowano w tych doswiadcze=-
niach, mogio spowodowaé skurcz naczyn ktebuszka, spadek RPF i GFR.
Nalezy oczekiwaé, Zze ewentualne obnizenie GFR jest bardziej praw=-
dopodobne w doswiadczeniach, w ktdrych zwierzetom wstrzykiwano
AVP niz w tych gdzie uzywano dDAVP = analogu pozbawionego dzia=-
tania presyJjnego. Jednak spadek klirensu osmotycznego i diurezy
obserwowano po obu preparatach. Przemawia to przeciwko roli me=-
chanizmu kiebuszkowego Jjako istotnej przyczyny znacznego obnize=
nia diurezy i C_. .. po wstrzyknieciu obydwu preparatdw ADH.

Ad 2. Rozpatrujac wzrost reabsorpcji substancji osmotycznie
czynnych w nefronach jako przyczyne spadku klirensu osmotycznego,
nalezy rozwazy¢ oddzielnie ewentualny wzrost reabsorpcji elektro-
litéw (gtdwnie NaCl) i wzrost reabsorpcji substancji nieelektro=-
litowych (gtdwnie mocznika). Z przedstawionych tutaj danych wyni=-
ka, 2e zmiany w wydalaniu substancji elektrolitowych a wiec i zmia=-
ny klirensu elektrolitdw (Cel) byly niewielkie (por. 3.6). Tak
wiec obserwowany duzy spadek Cosm po dDAVP czy AVP nie byl zalezny
od spadku wydalania elektrolitdéw ale od zmniejszonego wydalania
substancji nieelektrolitowych - gidwnie mocznika - a wigc od
Zwiekszonej reabsorpcji tej substancji w nefronie. Wobec znanego
i opisanego wczesniej (1.1) wpiywu ADH na reabsorpcje mocznika,
mozna sadzid, 2e istotne obnizenie jego wydalania pod wpiywem
dDAVP czy AVP bylo w tych doswiadczeniach gtdwng przyczyng obni=-
2enia klirensu osmotycznego.

Fakt, ze w wyniku dziaania ADH dochodzilo, szczegdlnie
w pierwszej fazie, do zwigkszonej reabsorpcji nie tylko wody ale

takze mocznika, tiumaczy dlaczego obserwowane wzrosty reabsorpcji
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wolnej wody (Tgﬂo) byty znikome lub niewielkie. Jak widad, wskaz-
nik ten nie wydaje sie by¢ odpowiednia miarg zmian wchtaniania
zwrotnego wody przy przejsciu od diurezy do antydiurezy lub od-
wrotnie. Inaczej przedstawia sie sprawa z zastosowanym przez nas
dodatkowo wskaZnikiem transportu wody wolnej od elektrolitdw
(Téeo). WskaZnik ten nie uwzglednia w analizie przesuniec moczni=-
ka w nefronie a poniewaz zmiany klirensu elektrolitdéw sg niewiel-

kie, T°€

Jest wiernym odbiciem zmian reabsorpcji wody w kanali=-
kach zbiorczych (Ryc. 21).

W ciggu ostatniego 10-lecia syntetyzuje sie wiele zwigzkdw
agonistycznych lub antagonistycznych wazopresyny. Zwiazki te sa
testowane biologicznie na aktywnosé antydiuretyczna; przeprowadza
sie to prawie z reguly na szczurach w narkozie etanolowej. Przed-
stawiona wyzej analiza moze dostarczyé pewnych wskazdwek dotycza-
cych takiego testowania. Wobec tego, ze ADH wpiywa na co najmniej
dwa rézne procesy zachodzace w kanalikach zbiorczych, tzn. na
reabsorpcje wody i reabsorpcje mocznika, positugiwanie sie kla=-
sycznym wsxaZnikiem transportu wolnej wody (Tgﬂo) jest mato przy-
datne. Wynika to z faktu, ze zwiekszona reabsorpcja wody pod wpily
wem ADH jest jakbyv zamaskowana przez towarzyszacy jeJ ruch mocznl
ka., Jezeli natomiast uzyjemy wskaZnika charakteryzujgcego przesu-
niecia wody wolnej od substancji elektrolitowych (Tgeo), reabsorz-
cJa mocznika nie ma znaczenia. Zmiany Tﬁfo bedg duzo wyrazZniej-
sze i przy nie zmienionym wydalaniu elektrolitdw ( = const. ),
bedzie on odzwierciedlai wpiyw ADH na Jjedna tylko ceche, tj.
przepuszczalnosé Sciany kanalika dla wody.

Reasumujac, wskaZnik charakteryzujgcy transport wody wolnej
od elektrolitdw duzo lepiej opisuje reakcje antydiuretyczng niz

T§ 0° Nalezy zauwazyd, ze rdwniez obserwacja samej tylko diurezy

2
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lepiej charakteryzuje zmiany przepuszczalnosci ukiadu zbiorczego
dla wody niz $ledzenie Tﬁﬂo.

N moich badaniach, w ktdérych gidéwnym punktem zainteresowa=-
nia sg losy substancji elektrolitowych a przede wszystkim groma-
dzenie Nall w Srdédmigzszu nerki po infuzji dDAVP lub AVP, mierze=-

nie osmolalnosSci elektrolitowej moczu i wyliczanie T;eo wyda je

sie by& takze przydatne (por. np. Ryc. 19: w grupie IIIb wyrazny

. . ce . . -C
i znamienny wzrost T, . po indometacynie, bez wzrostu '

Rose (1986) i Mollie (1990) w swojej analizie mechanizméw fizjo-
patologicznych, rozpoznawania i ustalania odpowiedniego leczenia
zaburzen bilansu ustrojowego sodu réwniez uznali, ze Ty ., Jest

znacznie bardziej przydatnym wskazZnikiem niz klasyczny Tﬁ
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PODSUMOWANTIE I ANIOSKTI

Badano wpiyw hormonu antydiuretycznego na wielko$¢ korowo=
-brodawkowego gradientu elektrolitowego, generowanego w nerce
przez transport soli w petlach Henlego. Stezenie elektrolitdw
w nerce in situ oceniano na podstawie ciggiego pomiaru admi-

tancji elektrycznej tkanki.

N zastosowanym ukladzie doswiadczalnym podwyzszenie aktywnosci
hormonu antydiuretycznego (AVP) powodujace nieznaczny wzrost
cisnienia krwi nie wywoluje wzrostu stezenia soli w $rdédmigz=-

szu rdzenia nerki.

Stymulacja in vivo transportu NaCl w petli Henlego za pomoca
specyficznego agonisty hormonu antydiuretycznego (dDAVP) po-
zbawionego dziatania presyjnego prowadzi do istotnego wzrostu

stezenia soli w rdzeniu nerki.

Eliminacja antagonistycznego w stosunku dc hormonu antydiure-
tycznego dziaiania prostaglandyn poprzez zablokowanie ich syn-

<ezy za pomocg indometacyny nasila dziaZanie JTAVE,

Yykazanie, Z2e stymulacja receptoréw acrmecnu antydiuretycznego
zwicksza Xorowc=-br dawkowy gradient elektrclitowy w nerce
szczura wskazuje, 2e wplyw tego hormonu na reabsorpcje NaCl
w petli moze by¢ czynnikiem wspomagajgcym proces zageszczania

noczu.
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TABELE 1-9




Mierzono w celi pomiarowej przy uzyciu pradu pomiarowego
o f=3,5%kHz i I = 0,032 mA, X = reaktancja pojem=-

-

nosciowa, | = kat fazowy.



Tabela 2, Charakterystyka czynnosci wydalniczej i hemodynamiki nerek
w grupie szczuréw kontrolnych = I grupa doswiadczalna




abela 3. Zmiany admitancji w grupie kontrolnej (I) oraz
po infuzji AVP (II) lub dDAVP (III a i b)

tosci Srednie + blad standardowy. Kanat 1. = pomiary

dzeniu wewnetrznym; kanat 2. - w rdzeniu zewnetrznym;
- poprzez caty rdzen.



Tabela 4. Zmiany czynnosci wydalniczej i hemodynamiki nerek zalezne od dzialania
AVP - 1II grupa doswiadczalna



Tabela 4, Zmiany czynnosci wydalniczej i hemodynamiki nerek zalezne od dzialania
AVP - II grupa doswiadczalna




Tabela 6. Zmiany czynnosdci wydalniczej i hemodynamiki nerek zalezne od dzialania
dDAVP - podgrupa III b




Tabela 7. Zmiany czynnosci wydalniczej i hemodynamiki nerek w wyniku infuzji
indometacyny (IND) u szczurdw otrzymujacych dDAVP - podgrupa III a




Tabela 8. Zmiany czynnosci wydalniczej i hemodynamiki nerek w wyniku infuzji
indometacyny (IND) u szczurdw otrzymujgcych dDAVP - podgrupa IIIb




Tabela 9. Zakres wartosci niektdrych parametrdéw wydalniczych
Uosm’ Uel’ Cosm’ C.1J przed i po wstrzyknieciu
dDAVP lub AVP u szczurdw w uspieniu etanolowym
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