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2, Bagnall NM, Dent PC, Walkowska A, Sadowski J, Johns EJ.

Nitric oxide inhibition and the impact on renal nerve-mediated antinatriuresis and
antidiuresis in the anaesthetised rat.

Journal of Physiology (London), 569, 849-856, 2005

IF 2006 -4,364
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Mdéj whiad w powstanie tef pracy polegal na wspdtudziale w sformulowaniu hipotezy
badaweze), wykonaniv wszysthich doswiadezen, opracowaniu i interpretacii wynikdw
oraz przygotowaniu publikacji. Moj udzial procentowy szacuje na: 75%

¢) omowienie celu naukoweqo/aftystyezaege Ww. prasy/prac i osiggnietych wynikow
wraz z omowieniem ich ewentualnego wykorzystania wraz z omowieniem ich
ewentualnego wykorzystania.

Nerwy nerkowe, tlenek azotu i cytochrom P-450 w regulacji funkeji nerek i w kontroli
cisnienia tetniczego u szczurow normotensyjnych i w doswiadczalnym nadcisnieniu

W problematyce cyklu mozna wyrdznic dwa powigzane nurty tematyczne:

LLS

(I). Zakres pierwszego (publikacje ) to badania - na zdrowych zwierzetach - rali

uktadow: pobudzajgcego (wspdiczulne nerwy nerkowe) oraz antagonizujgcego (tenek azotu)
ukiad rening-angiotensyna (RAS), Nowsze badania (5) nawiazujg tu takze do co najmnicj
rownic wazngj roli enzymow gencrujacych wolne rodniki tlenowe, Znaczenie powyzszych
prac wynika m.in. z tego, Ze nadmierna aktywnosé RAS to kluczowe ogniwo w patogenezie
wiglu form nadcisnienia t¢tniczego. Poniewaz zmiany ukrwienia nerki (szczegdlnie jej
rdzenia) oraz tempa wydalania nerkowego soli | wody majg istotne znaczenie w regulacji
cisnienia tgtniczego (Guyton i wsp., 1990, Cowley 1992), podwigcono im w tych pracach
wiele uwagi. Badania przeprowadzono w macierzystej Pracowni (obecnie Zakiad) Fizjologii
Nerck i Plynow Ustrojowyeh 1w czgdel w Zakladeic Figjologii University College Cork
{Irlandia).

(IT). Wyniki badan fizjologicznych prowadzonych u szczuréw normotensyjnych
zachgcaly do zrobicnia kolgjinego kroku i zbadania czy nadcisnienie zalezne od
dos$wiadczalnej aktywacji RAS (dwa rd#ne modele) mozna obnizyé modyfikujac aklywnosé
czynnikdw wazoaktywnych innych niz impulsacja wspdlezulna i NO : pochodnych kwasu
arachidonowego generowanych przez enzymy zalezne od eytochromu P-450. Takie badania
wymagajg podejscia multidyscyplinarnego, z udziatlem wielu badaczy i bazy laboratoryjnej
wyspecjalizowanyeh odrodkdw hipertensjologicznych; udalo mi si¢ w nich w sposdb istolny
uczestniczyé w ramach dwach projektéw (publikacje **) prowadzonych i koordynowanych

przez wiodgey w te] deiedzinie zespot 2 Pragi czeskie], Obic prace uzyskaly nagrody



Dyrektora mojego Instytutu za artykuty opublikowane w najwyicj notowanych czasopismach

migdzynarodoewych.

Czesé 1

Czynnos¢ wydalnicza nerek ma zasadnicze znaczenic dla ulreymania homeostazy plynow
ustrojowych, Wydalanic przcbicga pod kontrola czynnikow pozanerkowych (wphywy
hormonalne i nerwowe) oraz w sposob autonomiczny, poprzez syntezg migjscowo
dzialajacych regulatorow, takich jak N, produkty metabolizmu kwasu arachidonowego,
szezegdlnie szlaku cyklooksygenaz prostaglandynowych i enzymow zaleznych od
cytochromu P-450.

Dziatanic poszezegolnych czynnikow jest czgsto przeciwstawne: aktywnosc nerwow
nerkowych i tlenek azotu (NO) dziataja w przeciwnym kierunku, zardwno w obrgbie naczyn
jak i kanalikéw nerkowych, Na unerwienic nerki skladaja si¢ przede wszystkim wiokna
adrenergiczne ukladu wspétczulnego a uwalniana na ich zakonczeniach noradrenalina
powoduje skurcz naczyn. Ponadto, dziatajac poprzez receptory o;-adrenergiczne w obrebie
kanalikéw nerkowych, noradrenalina nasila reabsorpcje sodu obnizajac w ten sposob jego
wydalanie. Niezaleznie od bezposredniego dziatania na naczynia 1 kanaliki, noradrenalina
poprzez receptory B-adrenergiczne stymuluje uktad renina-angiotensyna a powstajaca
angiotensyna Il (Ang I1) dziata silnie naczyniokurczaco | zwigksza reabsorbeje kanalikowa
sodu. Tlenck azotu ma dzialanic przeciwstawne: powoduje rozkurcz naczyn, zwigkszajge
wewnatrznerkowy przephyw krwi oraz ma bezposredni wphyw na transport jondw, hamujac

reabsorpeje w kanaliku proksymalnym i gbiorczym.

Rola nerck w regulacji cisnicnia krwi

Wartosé cisnienia tglnivzego kowi jest kontrolowana gldwnie przez dzialania ukiadu
nerwowego, szczegdlnie uktadu autonomicznego, oraz ukladu renina-angiotensyna-
aldosteron, na napigcie naczyn oporowych i na czynnosé wydalnicza nerek decydujaca o
objgtodei 1 skladzie phynow ustrojowych.

Procesy repulacji objelosct plyndw ustrojowych ealeene od empa wydalania
nerkowego 1 regulacja czynnosel uktadu sercowo-naczyniowego 1 cisnienia t¢tniczego krwi
s Scidle powiazanc. Tak na przyklad w my$l teorii Guytona wrrost ciénienia krwi prowadzi

do zwickszenia wydalania chlorku sodu (Guyton i wsp., 1990). Nawet niewielkie zmiany



ci$nienia powodujg dodé znaczne wahania w wydalaniu, co jest mechanizmem
zabezpieczajacym statosé objetoéel wewnatrznaczyniowe) i ci$nienia krwi, Zjawisko to jest
okreslane jako diureza 1 natriureza z nadcisnienia (ang. pressure diuresis and pressure
natriuresis). Wedhug tej teorii u podioza pierwotnego nadcisnienia lezg zaburzenia
mechanizméw nerkowego wydalania wody i chlorku sodu.

Uktad wspolczulny ma podstawowe znaczenie w krotkookresowe) regulacyi ukdadu
krazenia ale jego aktywacja moze rowniez mied dlugookresowy wplyw na wysokoéé cisnicnia
tgtnicecgo, Jest o zardwno wplyw bezposredni na napigcie naczyn oporowych jak i posredni,
poprzez stymulacje uktadu renina-angiotensyna-aldosteron (RAAS). Dzieki obecnosci
receptordw [-adrenergicznych w aparacie przyliebuszkowym nerki ukiad wspétczulny
zwigksza sckrecje reniny 1 powstawanie naczyniokurczace) Ang IT. W regulacji cisnienia krwi
RAAS powiazany jest zardwno z kaskada NO jak | wywodzacymi sig z kwasu
arachidonowego produktami enzymow zaleznych od cvtochromu P-450, Poza wplywem
naczyniokurczacym angiotensyna I, bezposrednio i za posrednictwem stymulowanego
przez nig aldosteronu, zwieksza reabsorpeje kanalikowa sodu powodujac wzrost objgtosci
phvndw ustrojowyeh 1 lakze podwyzszenic cisnienia krwi, Istotne znaczenie w regulagji
cisnienia ma interakcja uktadu wspdlezulnego, N0 1 RAAS z ukladem enzymow
generujacych wolne rodniki tlenowe (ang. reactive oxygen species, ROS), ktdrych
nadprodukeja prowadzi do stresu oksydacyjnepo. Stan len prowadzi do wzrostu oporow
naczyniowych, m.i, poprzez ograniczenie biodostgpnosci NOJ ale tez poprzez stymulacje
produkeji Angll. Zwigkszona jej aktywnosc dalej stymuluje produkceje ROS (circulus vitiosus
lub dodatnie sprzezenie zwrotne). Wiadomo takze, ze zwigkszajac ekspresje receptora dla
Ang IT (ATIR), ROS nasilaja reabsorpejg sodu w kanalikach nerkowych.

Deiatanic NO |, w zasadzic precciwslawne do wplywu Ang I1, ma w rzcezywistoscl
charakter dosy¢ ztozony (Romero i Stick, 1993). Oprécz wspomnianego wezesdnie
bezposredniego wplywu naczyniorozszerzajacego stwierdzono, ze NO bezposrednio
modyfikuje aktywnosé RAAS. NO pochodzgey # syntazy endotelialng) (¢NOS) hamuje
sekrecje reniny podezas gdy N pochodzacy 7 syntazy neuronalng] (nNOS) dziata
pobudzajaco (Tojo 1 wsp., 1994).

Wymicnione wyaej uktady i ceynniki byly pracdmioiem mojepo cainlercsowania w
pracach nalezgeych do I nurtu badawezego (1, 2, 5). Ostatnie dwie dekady przyniosty wiedze,
ciagle narastajaca, dotyczaca roli innych jeszcze uktadow regulacyjnych w kontroli BD.
Istnieje takze zalezno$c miedzy ukladem RAAS a aktywnymi metabolitami z szlaku



cytochromu P-450 : Ang 11 stymuluje syntezg naczyniokurczgcego 20-HETE (Roman, 2002)

a NO antagonizuje jego dziatanie naczyniokurczace (o tym szerze) w ezesed 11).

Uwagi 0 metodyce

Prowadzone badania miescily sie w obszarze szeroko rozumianej fizjologii integracyjne) i
narzgdowej, co uzasadniato wybor zastosowanych metod badawceych i pomiarowych, W
niemal wszystkich doswiadczeniach prowadzono pomiary ukrwienia nerki in siti, u
narkotyzowanych szczurdw wybranych szezepow. Do pomiaru catkowitego przephywu krwi
preez nerky (RBF — renal blood flow) uzywano przeptywomierza ultradzwigkowego firmy
Transonic z sonda okotonaczyniows zakladang na tetnice nerkowa. Do badama ukrwicnia
poszczegdlnych warstw nerki uzywano sond laserowo-Dopplerowskich umieszezanych na
powicrzchni nerki, do pomiaru ukrwienia kory (cortical blood flow, CBF). Laserowo-
Dopplerowskie sondy iglowe wlkiuwano do nerki na glgbokos¢ odpowicdnia dla micrzenia
ukrwienia rdzenia zewngtrznego (outer medullary blood flow, OMBF) | wewnetrznego (inner
medullary blood flow, IMBF). Sondy wspétpracowaty z wiclokanatowym miemikiem
przeptywu krwi firmy Perimed.

Stymulacje elektryczng nerwow nerkowych v szezura przeprowadzano w sposdb
typowy, stosujac wymagany w takich badaniach zakres czestotliwosci. Odnerwienie nerki
szczura przeprowadzano za pomoca opracowangj w naszym Zakladzic maloinwazyjng
metody umozliwiajacej niemal natychmiastowa obserwacje zmian hemodynaniki nerek 1
innych parametrow czynnoéciowych, szezegolnic cisnienia krwi (Kompanowska-Jezierska i

wap., 2001).

Nerka jest unerwiona przez nerwy eferentne ukiadu wspddezulnego, kidre wywodzs
sig gldwnie ze zwoju trzewnego. Zakonczenia wiokien nerwowyeh znaleziono m.i, w
scianach tgtniczek doprowadzajacych i odprowadzajacych klebuszkow. Wykazano tez
bezposredni kontakt miedzy zakonczeniami nerwowymi a btong podstawno-boczng komorek
nabtonka kanalikow nerkowych (DiBona i wsp., 1977) co jest podstawa znancgo

bezposrednicgo wplywu aklywnosel nerwdw na transport kanalikowy,

Funkcjonowanie nerwédw nerkowych mozna badaé¢ zarowno poprzez stymulacje

nerwow nerkowych jak i odnerwienie czyli przerwanie impulsacji do- i odnerkowej, W



pierwszej pracy cyklu habilitacyincgo (Publikacja') postanowitam zbadaé czy
naczyniorozszerzajycy NO przeciwdziala obnizeniu perfuzji nerki po stymulacji elektryczne;
wspolczulnych nerwow nerkowych (renal nerve stimulation, RNS). Jak wiadomeo, stymulacja
nerwow nerkowych pradem o niskicj czgstotliwodcei powoduje uwolnienie reniny oraz
zwigkszenic reabsorpeji sodu. Podwyzszenie czestotliwoéei wywohuje ponadto skurcz naczyn
wewnatrznerkowyeh (DiBona i Kopp, 1997). Odpowiedzia na to jest uruchomienie
mechanizmoéw kompensacyjnych przeciwdziatajgcych obnizeniu przeplywu krwi przez nerke
a jednym z czynnikow naczyniorozszerzajacych moglby by¢ NO, Celem doswiadezen byto
sprawdzenic zaleznosci zmian catkowitego przeplywu krwi prece nerke oraz ukrwicnia obu
warstw rdzenia od czestotliwosed stymulacji (2; 3,5; 5; 7.5 Hz) oraz ustalenie roli NO jako

potencjalnego czynnika buforujacego obnizenie perfuzji nerki.

Gdy stymulacja nerwow nie byla poprzedzona podaniem inhibitora syntezy NO,
wszystkie parametry hemodynamiki nerek (RBF, OMBF 1 IMBF) obnizaty sig
proporcjonalnie do rosnacej czestotliwosci pradu. Odpowiedz na stymulacje elekiryceny
nerwow byla najslabsza ze strony rdeenia wewngtrzncgo (IMBF), co jest to zgodne z
obserwacjami innych badaczy (Leonard 1 wsp., 2001) a takze, posrednio, z wynikami badan z
naszego ofrodka: po ostrym odnerwienie nerki, przy rosngcym przeptywie krwi przez korg
nie zaobserwowano wigkszego wplywu na ukrwienie rdzenia wewngirenego (Kompanowska -
Jezierska i wsp., 2001). W naszych dodwiadczeniach stymulacja obnizyta IMBF znamiennie
mnigj niz OMBF co sugeruje, ze ulawienie tych obszaréw rdzenia more byé regulowane
niczaleznic, Nizsza wrazliwosé rdzenia wewnetrznego nerki na bodzce nerwowe nie jest do
korica wyjasniona: moglaby zaleze¢ od mniejszej liczby zakoiiczen nerwowych lub bardziej
eleklywnego buforowania wphywow nerwowych preez ceynnik naceyniorozszerzajacy, taki
Jjak NO.

W nerce zidentyfikowano wszystkie trzy izoformy syntazy tlenku azotu. Syntaza
endotelialna (eNOS) jest wykrywana w srodblonku naczyn nerkowyeh | kapilarach kigbuszka.
Syntaza neuronalna (nNOS) jest znajdowana w okolicy zakonczen wldkicn nerwowych
biegnacych w sasiedztwie naczyn oraz wloknach dochodzacych do miedniczki nerkowe) oraz
w kanalikach nerkowych, miedzy innymi w plamce gestej. Migjscem najwyzszej
podstawowej ekspresji mRNA dla iNOS jest w nerce rdzeniowy odeinek ramienia

wslgpujgcego petli Henlego.



Stosujac nieselcktywny i selektywny inhibitor syntezy NO cheiatam zbadac, ktora
izoforma NOS odgrywa (u decydujaca role. Wplyw blokady syntezy NO na odpowiedz
hemodynamiki nerek na stymulacjg nerwow nerkowych (RNS) byl rozny w rdznych
warstwach nerki, O ile dawka L-NAME zblizona do maksymalnej (1,8 mg/kg) nasilida
obnizenic RBF (parametr stosowany tutaj jako przyblizona miara ukrwienia kory), nic
wplywajac na zmiane OMBF i IMBF, stymulacja nerwéw po selektywnym zahamowaniu
nNOS (S-methylthiocitruline, SMTC) nic prowadzila do zmiany odpowiedzi RBF. O ile
blokada nNOS nic wplyneta na efekty stymulacji nerwowej w obrgbie kory i rdzenia
zewngtrzncgo, nicspodziewanie zaohserwowano pogiebienie obnizenia IMBF. Jak juz
wspomniano wezesniej, to wiasnie ukrwienie rdzenia wewnylrznego obnizylo sig stosunkowo
najmniej po RNS. Sugeruje to, ze NO pochodzgey z nNOS  przeciwstawia sig w czgéei
naczyniokurczacemu dziataniu RNS szczegolnie tej warstwie rdzenia, co jest zgodne z
obscrwacjami Zou i Cowleya (2000), ktorzy stwierdzili, ze RNS moze stymulowac
uwalnianie NO. Niejasne jest dlaczego nie obserwuje si¢ podobngj reakeji po zablokowaniu
wszystkich izoform NO za pomoca L-NAME. Uderzajace jest, ze w naszych wezesniejszych
badaniach po ostrym odnerwieniu nerki IMBF wracat do poziomu sprzed blokady nNOS
natomiast nie obserwowano takicgo przywrocenia w przypadku zastosowania niesclektywnej
blokady wszystkich izoform (Walkowska i wsp.. 2004). Kolejna dekada badan w tgj
dziedzinie nie przyniosta wyjaénienia (¢j zagadki. Mozliwe, 7e za kontrole krazenia
wewnatrznerkowego odpowiada kompleksowe dziatanie NO pochodzacego z syntazy
neuronalne] tlenku azotu, NO pochodzacego z syntazy endotelialnej oraz z zakonczen wiokien
nitrergicznych wykrywanych w roznych strukturach nerki. Reasumujac, w warunkach
aktywnej syntezy NO ukrwienie rdzenia wewnetrznego nie podlega depresyjnemu dziafaniu
RNS w takim stopniu jak to obserwuje sig w obrgbie kory i rdzenia zewngtrznego. Chociaz
wydaje sig, ze NO gencrowany przez wszystkic izoformy uczestniczy w buforowaniu
wplywu elekiryeznej stymulacji nerwow na ukrwienie nerek, w obrebie rdzenia

wewnetrznego najwigksze znaczenie ma prawdopodobnie NO pochodzgcy z nNOS.

Niezaleznie od wplywu na napigcic naczyn, w obrghie nerki N modyfikuje takze
transport kanalikowy sodu. Stymulacja nerwéw nerkowych pradem o niskiej czestotliwodo
zwieksza uwalnianie reniny (Hesse 1 Johns, 1984) a niewielkic podwyzszenic czgstotliwosci
wywotije dodatkowo zwiekszenie reabsorpeji sodu w kanaliku proksymalnym (Bello-Reuss i
wsp., 1976) i grubym ramieniu wstepujacej czgsei petli Henlego (DiBona i Sawin, 1982).
Wiele ezynnikéw autokrynnych i parakrynnych moze wzmagac lub zapobiegac wptywom



stymulacji nerwdw na transport kanalikowy a jednym z nich jest wiasnie NO. W badaniach
mikropunkeyjnych wykazano, ze podanic donora NO do kanalika proksymalnego prowadzi
do obnizenia reabsorpeji proksymalnej a podanie L-NAME do jej wzrostu. Sugeruje to, Zc
podstawowy poziom reabsorpeji proksymalngj jest pod tonicznym, hamujgeym wplywem NO

(Ortiz 1 Garvin, 2002).

W kolejnej publikacji (Publikacja®) badano intcrakeje miedzy NO i nerwami
nerkowymi a dokladnic udzial N(? w procesie antydiurezy 1 antynatriurezy wywolanej przez
RNS, Probowano takze ocenié role poszezegolnych izoform NOS w tym procesie. W tym
celu przed stymulacja nerwéw nerkowych pradem o niskiej cagstothiwosci (0,5-1 Hz)
podawano nieselektywne i selektywne inhibitory NOS. W grupie kontrolnej w reakcji na
RNS diureza (V) i wydalanie sodu (Uy,V) obnizyly sig 0 40-50%, przy jednoczesnym braku
zmian w cisnieniu tetniczym krwi, preeplywie krwi przez nerke i filtrac)i kiebuszkowej. W
warunkach podstawowych po nieselektywnym zablokowaniu NOS za pomocg L-NAME (10
ug'kg/min) nie zaobserwowano istotnych zmian w zadnym 7z badanych przez nas parametrow
hemodynamicznych czy wydalniczych. Natomiast podanic L-NAME chronilo przed
antvdiureza i antynatriurezg bedaca nastgpstwem RNS, Moze to wskazywad na istnienie
jeszeze dodatkowego mechanizmu dziatania NO na transport (poza wspomnianym
hamowaniem reabsorpcii), np. jego stymulacja poprece ulatwianie uwalniania noradrenaliny

na zakonczeniach wiokicn wspolezulnych.

Nastepnym krokiem bylo zbadanie, ktora izoforma NOS jest konieczna do efektywne)
regulacji procesow reabsorpeji. Zwigzek o symbolu 1400W wykazuje 500 razy wigksze
powinowactwo do iNOS w pordwnaniu z cNOS, Podanic 1400W w dawce 20 pg/kg/min nie
zmienito parametrow wyjsciowych a efekt antydiuretyczny 1 antynatriurctyczny w
odpowicdei na RNS byl identvezny jak w grupie kontrolnej. Indukowana izoforma NOS jest
stale obeena w rdzeniu nerki ale nie wydaje sig hyé zaangazowana w kontrole wydalania

nerkowego.

SMTC, selektywny inhibitor izoformy neuronalnej wykazujel 7 razy wigksze
powinowactwo do nNOS niz do eNOS. Podanie tego inhibitora (20 pg'kg/min) spowadowato
istotne statystycznie podwyzszenie ci$nienia tgtniczego krwi. Stymulacja nerwow na tle
SMTC nie zmienita nerkowych parametrow hemodynamicznyeh ale doprowadzita do

nieznamiennego obnizenia diurezy i znamiennego vbnizenia wydalania sodu (22%). Inhibitor



nNOS nie chronil w pehi przed zalezna od stymulacji nerwowej antydiurezg i anlynatriurcza,
Zakladajac, ze zastosowana dawka SMTC nic hamowata powstawania NO z eNOS mozna
sadzi¢, ze zardéwno NO pochodzgee z eNOS jak 1 aNOS 53 zaangazowanc w procesy

transportu kanalikowego.

Jak wida¢, antagonizm nerwdw nerkowych i NO w regulacji zar6wno krazenia
wewnatrznerkowego jak i transportu kanalikowego ma charakter ztozony. NO generowany
przez nNOS, wykrywany na zakonczeniach nerwowych w osrodkowym i obwodowym
ukiadzie nerwowym moze modulowad uwalnianie klasycenych neurotransmiterdw, w tym
noradrenaliny (Bredt i Snyder, 1992). Ocena roli nerwdw nerkowyeh | NO w regulacji
krgzenia wewnatrznerkowego i transportu kanalikowego jest utrudniona ze wzgledu na
sprzecznosé istniejacych danych, ktore wskazujg na stymulacie (McKeogh 1 Brooks., 2001)
lub hamowanie ( Zanzinger i wsp., 1995) akiywnosci wspotezulnych nerwow nerkowych
przez NO pochodzacy « nNOS. Z szeregu badan wynika takze, ze to wiasme NO pochodzacy
z izoformy neuronalnej moze ogranicza¢ uwalnianie noradrenaliny na synapsach nerwowych
lub/i hamowat eferentna impulsacje synaptyczna (,.sympathetic ontflow™) na wyzszych

pietrach ukfadu nerwowego.

Odlegtym i trwalym nastepstwem odnerwicnia nerek jest obnizenie ciSnienia
tetniczego krwi, co obserwuje si¢ zarowno u szezurdw normotensyjnych jak 1w wiclu
modelach nadciénienia. Natomiast bezpodrednie (szybkie) efekty przerwania impulsac)l
wspotczulng] do nerek u szezurow narkotyzowanych moga byC rozne. Przedmiotem kolgjno
omawianej tutaj pracy (Publikacja °) byto okreslenie wezesnego wplywu odnerwienia nerek
na ciénienie tetnicze krwi (BP) i hemodynamike nerck w warunkach rdznej podazy sodu w
diecie vraz zbadanic jaka role w tym procesie odgrywa interakcja nerwow nerkowych 1
tlenku azotu produkowanego przez nNOS. Na szczurach stada Wistar, ostre odnerwienic
kolejno prawej i lewej nerki, prowadzilo w ciggu pierwszej godziny do znamiennego
podwyzszenia ciénienia tgtniczego krwi o 19%, 12%, i 6%, odpowiednio na diecie
wysokosodowej (HS), niskosodowej (1.8) i diecie o standardowej zawartosci sodu (STD).
Badanic =zmian natychmiastowych, przed uruchomieniem wigkszosci mechanizmow
kompensujacych, bylo mozliwe dzigki zastosowaniu metody opracowanej W naszym
Zakladzie, polegajgcej na elekirokoagulacji tkanki zawierajacej wigkszos¢ wiOkien
nerwowych biegnacych do nerki (Kompanowska-Jezierska i wsp., 2001). Na tkanke

fluszczows i laczna zawierajaca merwy nerkowe wywodzace sig ze zwoju irzewnego i



zmierzajace w kicrunku wneki nerkowej zakiadano wczesnicj petly z cienkiego drutu
stalowego, umozliwiajaca pézniej odnerwienie w wybranym momencie do$wiadczenia.
Efektywno$é odnerwienia potwierdzono wykazujac znikoma zawartodé noradrenaliny w
homaogenacie odnerwionej nerki.

W naszej interpretacji, ostra hypertensyjna odpowicdz na odnerwienie mogta by¢
spowodowana wzmozeniem aktywnosci wspolezulnej (,.sympatho-excitatory™), szczegdlnie w
obrgbie doglowowo brzuszno-bocznego obszaru rdzenia przediuzonego (ang. rostral
venirolateral medulla, RVLM). W stanie stresu oksydacyjnego (bedacego nastgpstwemn
traumatyzujgcego doswiadezalnego zabiegu chrurgicznego oraz ckspozycji na dietg
wysokosodows) wzmozona impulsacja afferentna z nerek ma hamujgey wplyw na ten
oérodek a jej przerwanic poprzez odnerwicnic powodujc wzrost aktywnosci nerwow
wspolczulnych (sympathetic nerve activity, SNA) oraz wzrost obwodowego oporu
naczyniowego.

Zastosowanie w duiwiadezeniach diety o zwigkszonej lub zmniejszonej zawartosci
sodu zasadniczo zmienito warunki do$wiadczenia i stan czynnosciowy ustroju. Mozna bylo
oczekiwaé, ze zwiekszajac lub zmniejszajqc podaz sudu spowodujemy zaklocenia przeciwnie
skicrowane, jednak okazalo sig, 7e obie sytuacje warunkowaty wzrost cisnienia po
odnerwieniu. Jaki byt wspdélny mianownik tych przeciwstawnych manipulacji dictg? Z danych
z literatury wynika, ze ckspozycja zardwno na dictg wysoko- jak i niskosadowa prowadzi do
wystapienia stresu oksydacyjnego. Na diccie niskosodowej stres jest mediowany przez
rosnacy poziom Ang II w osoczu natomiast na diccie wysokosodowe] mechanizm
prowadzgcy do wzrostu aktywnosci wolnych aktywnych rodnikéw tlenowych (ROS) jest
bardziej skomplikowany 1 pozostaje przedmiotem badan (Majid | Kopkan, 2007). Aby
potwierdzi¢ hipoteze, ze to wlasnie wysoki poziom wolnych rodnikdw jest koniceznym
warunkicm uzyskania hipertensyjnej odpowiedzi na odnerwienie nerek obnizylidmy ten
poziom za pomocg wymiatacza wolnych rodnikéw (4-Iydroksy-Tempo lub TEMPOL).
Okazalo sie, ze zastosowanie TEMPOLU chronilo zwiersyta dodwiadezalne przed wzrostem
cisnienia tetniczego krwi na kazdej z diet.

Nie tylko redulkcja stresu oksydacyjnego przy pomocy wymiatacza wolnych rodnikow
zapobiegala wzrostowi cisnienia po odnerwieniu, Na diecie wysokosodowej i standardowej
zablokowanie NO pochodzacego z izolormy neuronalnej NOS za pomoca [.-NPA
(N{omega)-propyl-L-arginine)) chronito przed wzrostem cisnienia w nastepstwie
odnerwienia nerek. Nie byl 10 wynik zaskakujacy poniewaz wiadomo, ze NO generowany

przez nNOS jest mediatorem hamowania ofrodkéw w pniu mézgu kontrolujacych impulsacje



wspotezulna dochodzaca m.i. do oporowych naczyn obwodowych (11ansen i wsp.,1994).
Niedobér hamujgcego mediatora mogl powodowac wysoka wyjsciows aktywnose tych
oérodkéw (np. RVLM) czyli sytuacjg, w ktorej dalsze odhamowanie (przecigeie hamujacych
afferentnych nerwow nerkowych) bylo juz nieskuteczne, stad brak zmiany napigcia naczyn
obwodowych 1 wzroslu cidnicnia.

Zablokowanie nNOS moglo takie zniesé lub zredukowaé wzrost cisnienia po
odnerwieniu poprzez zmniejszenie stresu oksydacyjnego. Ustalono, ze nNOS jest waznym
zrodtem wolnych rodnikdw w warunkach stresu, kiedy ROS blyskawicznie wehodzg w
reakcie ze szezegdlnic reaktywnym neuronalnym NO tworzae ONOO- (anion
nadtlenoazotynowy). Nie tylko zmniejsza sie wowcezas biodostgpnose NO ale ONOO-
uszkadza takze NOS powodujac rozlqeecenic podjednostki homodimerycznego enzymu:
niesprzezona (uncoupled) NOS staje sig Zrodlem anionorodnika ponadtlenkowego a nie

tlenku azotu (kindling radical phenomenon) (Sun 1 wsp., 2008).

Uzyskane wyniki sq szczegdlnic interesujace w kontekécie stosowanych obecnie w
klinice zabiepdw odnerwicnia nerek za pomocyg ablacji nerwow biegnacych w scianach t¢tnic
nerkowych przy zyciu fal o czgstotliwosei radiowej. U pacjentow z utrzymujaeym sig bardzo
wysokim ci$nieniem tgtniczym krwi, opornym na leczenie farmakologiczne, po zabiegu
obscrwnje sie obnizenie i ustabilizowanie ci$nienia (Symplicity HTN-1 investigators, 2011).
Biarac pod uwage fakt, ze pacjenci ci sg czgsto obcigzeni wicloma schorzeniami, ktorym
towarzyszy podwyZszony poziom stresu oksydacyjncgo, nasze badania wskazujg na mozliwe
niepozadane reakcje w pierwszej Lazic po przerwaniu impulsacji w nerwach nerkowych, W
najnowszych donicsicniach opisywano rzeczywiscie przypadki, w ktérych po zastosowaniu

odnerwienia pojawialy sie krotkotrwale epizody nadcisnieniowe (Brinkmann i wsp., 2012} .

Czes¢ 11

Jak juz sprecyzowano na samym wstepie, przedmiotem prac bedacych podstawa publikacji :
i * bylo zbadanie czy nadcisnienie zalezne od aktywacji RAS (dwa rézne modele
dos$wiadczalne) mozna obnizy¢é modyfikujac aktywnosé substanciji wazoaktywnych

generowanych preez eneymy zalezne od eytochromu P-450,



Metodyka: zastosowane modele nadcisnienia

Model goldblatowski. Chociaz zwezenie tetnicy nerkowej stanowi przyczyng zaledwie 1 do
4%, wszystkich przypadkéw nadeisnienia u ludzi, model zwezeniowy stosuje sig, poczgwszy
od klasyeznego opisu przez Goldblatta bardzo powszechnie w celu podwyzszenia cisnicnia u
zwierzat doswiadczalnych (Goldblatt i wsp., 1934). W przypadku obustronnego zwezenia
(model two-kidney, two-clip; 2K2C) plowna rolg w tym podwyzszeniu odgrywajq
mechanizmy zwiazane z zahamowaniem wydalania 1 zatrzymywaniem sodu w ustroju
natomiast prey zwigzenin teinicy jednej nerki (2K1C - model two-kidney, onc-clip) ghéwna
przyczyng rozwoju nadcisnienia jest wezmozona aktywnosé ukladu renina-angiotensyna-
aldosteron, Istota modelu 2K 1C jest wywolanie niedokrwienia nerki poprzez zalozenie
réznego typu zaciskéw na tetnice nerkows ewicrzat doswiadezalnych. Umieszezenie zacisku
ma za zadanie obnizenie perfuzji nerkowej co powoduje wzrost wydzielania reniny z nerki
bez zacisku. Bezpodrednim tego nastgpstwem jest podwyzszenie stezenia krgzqeej Ang 11
wzrost obwodowego oporu naczyniowego co prowadzi do wzrostu cisnienia krwi; zmiany te
sa typowe dla poczatkowego okresu po zalozeniu zacisku. W odpowiedzi na wzrastajgce
ci¢nienie tetnicze krwi przeciwlegla nerka (bez zacisku) ,.dazy” do pozbycia sig sodu, na

zasadzic mechanizmu natriurezy z nadcisnienia (pressure natriuresis).

Model genetyczny. Wykorzystano w badaniach szczury transgeniczne z dodatkowym mysim
genem dla reniny: TGR(mRen2)27 (Mullins i wsp., 1990). Szczep ten charakteryzuje sig
wysokim ciénieniem tetniczym krwi, niskim poziomem krazacej aktywnej reniny i obnizonym

PUZIVINEN TENiny W neree.

W zwigzku z tym, ze w modelu goldblalowskim w fazic utrwalonego nadeisnienia
stezenie Ang II wraca do poziomu obscrwowancgo u szezurow normotensyjnych, wydaje sie,
z¢ RAAS nic jest jedynym czynnikiem odpowiedzialnym za wystgpowanie nadcisnienia w
tym modelu. Istnieje Scisty, funkcjonalny zwiazek miedzy Ang Il a kwasem 20-
hydroksyeikozatetraenowym (20-HETE), substancja gencrowang z kwasu arachidonowego
przez enzymy zalezne od cytochromu P-450 (Roman, 2002). W nerce funkcjonuja dwa szlaki
monooksygenacji kwasu arachidonowego zalezne od eytochromu P-450): szlak w-
hydroksylacji produkujacy kwasy hydroksyeikozatetraenowe (zwiazki typu HETE) oraz szlak
cpoksypenacji produkujacy kwasy epoksyeikozatrienowe (zwiazki typu EETs, cpoksydy).



20-HETE syntetyzowany jest przez komorki migsni gladkich naczyn i wptywa wylacznic na
skurcz drobnych tetniczek o Srednicy do 100 um. Wykazuje on ponadlo dzialanic
natriuretyezne poprzez hamowanie ATP-azy sodowo-potasowe;j i ko-transportu Na |, K,

2C1 w ramieniu wstepujgeym petli Henlego (Maier i Roman, 2001), przyczyniajae sig do
wiekszego wydalania sodu, EETs rozkurczaja naczynia, 7wigkszajac w nerce przeplyw krwi i
filtracje klebuszkowa Wykazano réznice w kierunku dzialania roznych izoform zwiazkow
EETs na krazenie nerkowe: 8,9-EET; 11,12-EET oraz 14,15-EET rozszerzaja naczynia w
mikrokrazeniu nerkowym, natomiast 5,6-EET dziataja naczyniokurczaco (Imig i wsp.,
1996). CETs produkowane w kanaliku proksymalnym i zbiorczym dzialaja lokalnie hamujae
reabsorpeje sodu i wody.

Zadaniem kolejnej pracy (Publikacja ) bylo zbadanie jak w modelu goldblatowskim
(wariant 2K1C) zmieniona aktywnos¢ 20-HETE i EETs moze wplywaé na funkcje
przeciwleplej (bez zacisku) nerki. Badania prowadzono na szczurach w fazic wstgpnego
nadciénienia (zacisk zwezajacy tetnicg prezez 7 dni) i nadeisnienia utrwalonego (zacisk
zwezajacy tetnice przez 27 dni).

Punktem wyjscia bylo zbadanic aktywnosci 20-HETE 1 EETs w modelu 2K1C. Ustalone, zeu
szczurdéw poddanych zwezeniu tetnicy nerkowej przez 27 dni wydalanie EETs w moczu jest
znaczaco nizsze a 20-HETE wy#sze w pordwnaniu z grupg kunirolng, Poniewar aktywnose
epoksygenazy i poziom ekspresji CYP2C3 pozostaly na tym samym poziomie co w grupie
kontrolnej, wydaje sie, ze o obnizonym poziomic wydalania EETs w moczu decyduje
zwigkszona ich konwersja do DHETES, ktdre sg niemal pozbawione dzialania
naczyniorozszerzajacego i natriuretycznego. Zahamowanic aktywnosci ERTs w nerce za
pomocq infuzji do tetnicy nerkowej MS-PPOH, specyficznego inhibitora, spowodowato
obnizenie parametrow hemodynamiczaych i wydalania sodu zardwno w grupie kontrolng) jak
i we wstepnej fazie nadcisnienia reninozaleznego - ale nie w [azie nadcisnienia utrwalonego.
Natomiast zablokowanic wewnatrznerkowego 20-HETE 7a pomoca infuzji do t. nerkowej
DDMS obnizyto wydalanie sodu (przy niczmicnionych parametrach hemodynamicznych) w
erupic kontrolnej, natomiast spowodowato wzrost parametréw hemodynamicznych nerek i

wydalania sodu w modelu 2K1C.

Ustalilismy, zc w modelu 2K 1C, poziom Ang I zaréwno w osoczu jak i nerce bez
zacisku werastal w fazie wstgpnej nadciénienia, po czym w fazie utrwalonego nadcisnienia

wracal w poblize poziomu wyjéciowego, Nalezy jednak podkreshi¢, ze wobec znacznego



podwyzszenia cisnienia byl to poziom nieadekwatnie wysoki. Pozostaje to w zgodzie z
pogladem, ze w modelu 2K1C nerka bez zacisku nie jest zdolna do obnizenia zwigkszonej
aktywnosci Angll w odpowiedzi na rosnacy poziom cisnienia. Uzyskane wyniki wskazuja, 2¢
gmicnione wytwarzanie i/lub aktywnos¢ metabolitow cytochromu P-450 w polgezeniu 2
podwyzszonym poziomem nerkowej Angll odgrywaja kluczows rolg w patofizjologii

utrwalonego goldblatowskiego nadcinienia typu 2ZK1C.

W nastgpnej pracy (Publikacja *) wykorzystano genetyczny model nadeisnienia u
szczurdw z zmodyfikowanym genem dla reniny (model TGR{(mRen2)27). U szezurow
szezepu TGR obserwuje sie obnizony poziom aktywnosei uktadu RAA w osoczu, natomias!
zwigkszona jest produkcja Ang I w tkankach (szczegdlnie w nadnerczach, mozgu i scianach
naczyh krwionosnych). Ustalono takéc, ze szezury te charakteryzujg sie zwigkszong
wewngtrznerkows zawartodcia 20-HETE przy jednoczesnie obnizonym poziomie EETs
(Certikova-Chabova i wsp., 2007). Mimo iz 20-HETE dziata natriuretycznie, wykazano
niespodzicwanie, ze u szezuréw TGR podwyzszony poziom 20-HETE prowadzi do retencji
sodu (Certikova-Chabova i wsp,, 2007), bez obnizenia ukrwienia nerek lub filtracji.

W opartciu o te dane cheieli$my ustali¢ czy i w jakim stopniu manipulacjc peziomem
aktywnych metabolitdw kwasu arachidonowego zaleznych od CYT P-430 moga
determinowa¢ rozwdj nadcisnienia u szczurdw TGR oraz wplywaé na wynikajace z tego
uszkodzenie narzadow. W doswiadezeniach chronicznie stosowano inhibitor 20-HETE
(DDMS), inhibitor hydrolazy sEH (NCND) chroniacy EET przed konwersja do nieaktywnego
DHETE oraz kombinacjg obu blokerow. Tylko jednoczesne hamowanie syntezy 20-11ETE i
zwickszanic aktywnosci EETs skutecznie chronito przed wystapieniem nadcisnienia u
miodych (30 dniowych) szczurow TGR spowodowanego wysokim pozivmemn krazace) |
tkankowej Ang II. U szczurdw doroshych (191 dni), 7z rozwinigtym nadeisnieniem,
jednoczesne podanie DDMs i NCND prowadzito do obnizenia ale nie do unormowania
clénienia lgtniczepo krwi oraz emmnigjszato bialkomocez i stopicn uszkodzenia migsnia
sercowego. Wydaje sig, ze u szezurdw TGR zmieniony poziom produlccji i/lub aktywnosci
20HETE i EETs odgrywa wazng ale nie kluczowa role w patogenezie nadcisnienia i w
powstawaniu zwigzanych z nadcisnieniem uszkodzeniem narzgddow. Uzyskane wyniki mogg

okazad si¢ pomoene w rozwoju nowych terapii wezesnych stadiow nadeisnienia u ludzi.
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Podsumowanie i wnioski

L.

W warunkach aktywnej syntezy NO ukrwicnic rdecnia wewngtrzncgo nerki nie
podlepa depresyjnemu dzialaniu elektryezne) stymulacji nerwow nerkowych w takim
stopmiu jak w obrebie kory i rdzenia zewnetrznego. NO generowany przez wszystkie
izoformy jego syntazy uczestniczy w buforowaniu wptywu elektrycznej stymulacji
nerwow na ukrwienic nerek, ale w obrgbic rdzcnia wewngtrenego najwicksze
znaczenie ma prawdopodobnie NO pochodzacy z izoformy neuronalne) (nNOS) [1].
W modulacj¢ procesow transportu kanalikowego po stymulacji nerwow nerkowych
pradem o niskiej czestotliwoscl zaangazowany jest NO pochodzyey 2 endotelialng)
NOS jak i z nNOS [2]

Wzmozona impulsacja afferentna z chemoreceptordw wewngtrz nerki zwigzana ze
stresem oksydacyjnym moze byé powodem wzrostu ci$nienia tetniczego krwi w
poczatkowe] fazie po ostrym odnerwieniu nerki. Redukcja stresu oksydacyjnego przy
pomocy TEMPOLU orae zablokowanic NO pochodegeepgo ¢ izoformy neuronalng
NOS chroni przed wzrostem cisnienia w nastepstwic odnerwicnia nerck. nNOS jest
nie tylko Zrodtem N mediujacego hamowania osrodkdw w pniu mozgu
kontrolujacvch impulsacje wspolczulng; ,rozprzezona” (uncoupled) izoforma jest
takze waznym Zradlem wolnyeh rodnikow w wamnkach stresu oksydacyjnego [5]).

U szezurow w goldblatowskim modelu nadecignienia (wariant 2K 1C), w fazie
ustalonego nadcisnienia wydalanie EETs jest znaczaco nmizsze a 20-I11ETE wyzsze niz
u szczurow kontrolnych. Zmienione wytwarzanie i/lub aktywnosé czynnych

pochodnych kwasu arachidonowego generowanych w ramach metabolizmu zaleznego



od eytochromu P-450 w potaczeniu z podwyzszonym pozivmem nerkowe) Ang Il
odgrywajq istoing rolg w patofizjologii utrwalonego goldblatowskicgo nadeisnienia
typu 2K1C [3].

4, U transgenicznych szezurdéw TGR zmieniony poziom produkeji ilub aklywnosci
20HETE i EETs odgrywa wazng ale nie kluczows rol¢ w patogenezic nadeisnienia i
w zwigzanyeh z nim uszkodzeniem narzadow. Jednoczesne zahamowanic syntezy 20)-
HETE i zwigkszanic aktywnosci EETs chroni przed wystapieniem nadciénienia u
miodych szezurow a u szczurdw z rozwinietym nadcisnieniem prowadzi do
obnizenia ale nie do catkowitego unormowania cisnienia tgtniczego krwi vraz

zmniejsza biatkomocz i stopien uszkodzenia migsnia sercowego [4].

Reasumujac, badania przedstawionego cyklu (1-5) przyezynily sie do wypelnienia
istotnych luk w wicdzy dotyczacej driatania i interakeji czynnikéw regulujacych napigeie
naczyn krwionosnych i stan ptyndw ustrojowych, a wige odpowiedzialnych lakze 2za poziom |
mozliwe zmiany cisnienia tetmiczego krwi. Badania ujawnily nowe aspekty udziatu w kontroli
cisnienia aklywnych substancji powstajacych na sciezce metabolizmu kwasu arachidonowego
zaleznej od cytochromu P-450 (20-HETE, EET). Jednak powodzenie prob normalizacii
ciénienia krwi poprzez farmakologiczna modyfikacje aklywnosci tyeh zwiazkow bylo

ograniczone: terapia byla skuteczna tylko w wezesnych stadiach nadeisnicnia,

W 1993 roku zakoficzytam studia na Wydziale Biologii Uniwersytetu Warszawskiego i w
2000 roku zdatam egzamin magisterski w Zakladzie Embriologii Zwierzgt Instytutu Zoologii.
Naslgpnie podjelam pracg w Zakladzic Fizjologii Stosowangj Instytutu-Centrum Medydeyny
Doédwiadezalnej i Klinicznej Polskicj Akademii Nauk (obecnic IMDIK im. Miroslawa
Mossakowskiego PAN). W 1996 roku nasz zesp6! zostal wylaczony z Zaktadu Fizjologii
Stosowanej jako odregbna jednostka; Pracownia Fizjologii Nerek i Phynow Ustrojowych (od
roku 2012 Zaklad Fizjologii Nerck i Plynow Ustrajowych). W 2003 roku uzyskalam tytut
doktora nauk medycznych nadany przez Rade Naukowsa IMDIK PAN, na podstawie rozprawy
doktorskiej pt. ,.Tlenek azotu i unerwienie wspodtczulne: rola w regulacji ukrwienia i

czynnosci wydalniczej nerki szezura.” Do chwili obeenej pracuje na stanowisku adiunkta,



Gléwne osiagnigeia badaweze (poza cyklem habilitacyjnym)

» Dricki metodzie ciaglego pomiaru admitancji clektrycznej tkanki in situ (opracowangj
przez prof. Janusza Sadowskiego) w naszym osrodku rozpoczgto serig badan nad
ksztaltowaniem i zmianami korowo-rdzeniowego gradicntu clektrolitowego w nerce
t.j. podstawy procesOw zaggszezania moczu, W badaniach, w ktorych uczesmiczylam
stwierdzono, ze glukagon przyczynia sig wzrostu stezenia elekirolitow w rdzeniu
nerki a proces ten jest niezalezny od zmian ukrwienia czy filtracji klebuszkowej.
Potwierdzato to wezesnicjsze przypuszczenia co do bezposredniego wplywu
glukagonu na transport kanalikowy. Prowadzilam tcz badania nad wplywem
ukrwienia réznych obszardw nerki na ksztaltowanie sie gradientu, Obnizenie sig
przcphywu przez rdzef nerki (MBT) bez zmian w cisnieniu krwi, filtracji
kiebuszkowej i przeptywie korowym wywohije wzrost admitancji elektrycznej tkanki
rdzenia (wzrost gradientu elektrolitowego). Wykazano i sprecyzowano stopien
korelacji pomiedzy zmianami MBF a stgzeniem elekirolitow w rdzeniu: ok. 50%
wahania przeptywu krwi przez rdzen wywohijg okote 10%-wa zmiang w admitancji
tkanki, co wskazuje na wyrazng ale niezbyt duza wrazliwosd gradientu na zmiany

ukrwicnia rdzenia (tytuby w wykazie publikaciji 1,3).

¢ Powszechnie wiadomo, ze narkoza i stres chirurgiczny zmieniaja czynnosé narzadow 1
wplywaja na wyniki doswiadezen. Biorge to pod uwage, w naszej pracowni
stworzono, przy moim udziale, model dogwiadczalny ,.cksplantowangj nerki™,
Pozwalat on na badanic czynnosei nerki bez uzycia glebolkiej narkozy, w stanie
zblizonym do stanu czuwania. Na kilka dni przed wiasciwym doswiadezenicm
wykonywano zabieg chirurgiczny w uépieniu barbiluranowym polcgajacy na
wylonieniu nerki szczura pod skore. Powtoki skome 1 migénie zaszywano
pozostawiajac w tych ostatnich miejsce na naczynia nerkowe i moczowdd,
Kaniulowano tetnice 1 zyle udows a ich koncowe odeinki wylaniano na karku i
przeptukiwano roztworem heparyny w glukozie, W dniu cksperymentu w lekkiej
narkozie chloralozowej przecinano sewy w skérze, kaniulowano moczowod a w
odstonieta nerke wkiuwano sondy do pomiaru przephywu krwi przez nerkg i stgzenia

elektrolitow; potwierdzono, ze ,cksplantowana nerka™ nie réznifa sig CZYNNOSCIOWD



od nerki przeciwleglej i precprowadzono na nowym modelu badania dotyczace

mechanizmu diurezy wodnej (2,4).

We wezesniejszych pracach (nie wehodzgeyeh do cyklu habilitacyjnego)
poswieconych roli aktywnych pochodnych kwasu arachidonowego w regulacji
czynnoéci i ukrwienia nerek stwierdzilismy, ze produkty szlaku cykloksygenazy
(COX) nic wplywajg na filtracje kigbuszkows. Nie zaobserwowano zwigzku
pomiedzy aktywnoscia PGE; a tempem filtracji kigbuszkowej w stanie posigpujgec]
ekspansji pozakomorkowej wywolane] infuzjg soli izotonicznej lub hipertoniczne).
Natomiast okazalo sig, 2e produkly epoksypeenacji zalcene] ed eytochromu P-450)
pelnig wazna rolg w utrzymywaniu prawidfowe) hemodynamiki ktebuszkdw, W
doswiadczeniach uzyto skonstruowanej w naszej pracowni zintegrowanej sondy do
jednoczesnego pomiaru przeptywu krwi i admitancii (miara stezenia jondw w tkance)
w tym samym obszarze rdzenia nerki, Pomiar przeplywu odbywal sig za pomoca
lasero-Dopplerowskiej sondy iglowej, ktdrej powierzchnia zewnetrzna byla czeéciowo
zaizolowana a odizolowany odcinek koncowy stanowit jedna z elektrod stuzgeych do
pomiary admitancji. Druga elektroda byta wykonana z drutu platynowo-irydowego.
Potaczenie dwéch ,czujnikow” czyli ukrwienia i admitancji ograniczato uszkodzenie
tkanki nerkowej, co jest szezegdlnic wazne wobee niewiclkich rozmiarow rdzenia
nerki szezura. Skonstruowanic takicj sondy pozwolilo na jednoczesng obserwacje
zinian 1 wzajemnych zaleznodel miedzy zmianami przeplywu krwi przez rdzen nerki a

stgzeniem nagromadzonych w rdzeniu elektrolitdw (8).

Bralam takic istotny udzial w badaniach, ktore zaowocowaly opracowaniem nowej,
malo inwazyjnej] metody odnerwienia nerek. umozliwiajacej ciggly obserwacje
czynnosci nerki bezposrednio po przerwaniu impulsacji donerkowej. Istota tgj
metodyki to eclektrokoagulacja tkanki thiszezowej i taczne) otaczajacej wiokna
nerwowe wywodzace sie z zwoju trzewnego. Dotvchezasowa standardowa metoda
polegajqca na preecigeiu widkien nerwowych biegngeych w oszypule nerkowej i
chemicznym niszezeniu wiokien bicgnaeych w przydance t¢inicy nerkowej za pomoca
roziworu fenolu, wymaga przynajmnie] godzinnej przerwy przed rozpoczeciem
pomiardw, Dzieki zastosowaniu nowej metody wykazalismy, ze korowy przeplyw
krwi znajduje si¢ pod tomicznym naczymivkurczgoym wplywem wspolczuloych

nerwdw nerkowych. Opracowanie tej metody stato si¢ punkiem wyjscia dla moich
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badan nad rola nerwow nerkowych, ich wplywem na przeplyw krwi w réznych
obszarach nerki oraz nad tenkiem azotu — czynnikiem, ktéry moze ten wplyw
modulowaé, co zostalo przedstawione w mojej pracy doktorskiej (7, 9).
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