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Zachowanie si¢ enzymow hydrolizujacych sél sodowag ATP w nerkach
po jednostronnym podwiazaniu moczowodu

Nosegenne depmentor ruApoansywmmx Harpuesyw coiap AT mnocae
OJHOCTOPOHHEN IIePpEeBA3KM MOUYETOUYHMKA

The Behaviour of Enzymes Hydrolysing the Sodium Salt of ATP
in Kidneys after Unilateral Ligation of Ureter

Ostre wodonercze oprocz wielu zmian morfotycznych i czynnosciowych powo-
duje zaburzenia w systemie enzymoéw komoérkowych. Czynnosé fosfataz swoistych
i nieswoistych po podwigzaniu moczowodu byta przedmiotem obserwacji naszych (2)
i innych autoréw'(3, 12, 17, 20). Wszystkie dotychczasowe badania wykazaly, ze
czynno$§¢ hydrolaz takich, jak fosfataza kwasna, fosfataza zasadowa, 5 nukleo-
tydaza i esterazy niespecyficzne, ulega zmniejszeniu po pewnym czasie trwania
dos$wiadczenia. W obecnej swej pracy zainteresowaliSmy si¢ aktywnoScig hydrolaz
ATP, zwigzanych z procesami wedréwki jonéw Na i K zaburzonej w przebiegu
ostrego wodonercza.

MATERIAE I METODYKA BADAN

Badania wykonano na o$miomiesiecznych szczurach bialych (Rattus. rattus L.
albino) wagi ca 170 g. Zwierzeta operowano po znieczuleniu ogélnym, podwiag-
zujac lewy moczowé6d, a nastepnie zabijano — w réinym czasie od chwili ope-
racji — poprzez skrwawienie w lekkiej narkozie eterowej. Ré6wnoczeénie u zwie-
rzat kontrolnych wykonywano tylko laparotomie prébng wzdiuz lewej linii przy-
prostnej, nakluwano tkanki w okolicy moczowodu i nastepnie zeszywano war-
stwowo powtloki., Zwierzeta podzielono na 9 grup. W kazdej grupie znajdowaly
sie 3 szczury operowane i 1 kontrolny. Material do badan pobierano z obu
nerek i utrwalano w ciagu 24 godz. w mieszaninie calcium-formol w temp. 4°C.
Skrawki grubo$ci 10 p skrawane na mikrotomie do zamrazania inkubowano
1 godz. w temp. 37°C w mieszaninie wg Naidoo i Pratta w modyfikacji Vor-
brodta (16), uzywajac jako substratu soli sodowej ATP.
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OBSERWACJE WLASNE

Grupa 1

Material pobrany w 6 godz. od chwili podwigzania moczowodu.

A. Nerki po stronie moczowodu podwigzanego.

Obserwowaliémy nie zaburzong (w odniesieniu do obrazéw spoty-
kanych w stanie fizjologicznym) czynnosé ATPaz w naczyniach klebusz-
kéw nerkowych, obecnos¢ odczynu na blonach jadrowych, w jaderkach
i rabku szczoteczkowym kanalikéw glownych (ryc. 1). Cienkie odcinki
petli Henlego i poczatkowe czesci wstepujacych ramion zawieraly czynne
enzymy tylko w jaderkach i blonach jadrowych. Natomiast szczeg6lnie
duzg, wybidrecza aktywnosé ATPaz znalezliSmy we wstawkach (kanalikach
kretych II rzedu) oraz w przywstawkowych odcinkach wstepujacych ra-
mion petli Henlego. Czynne enzymy znajdowaly sie tu w duzych ilosciach
na blonach komoérkowych, jadrowych i w jaderkach. W kanalikach
zbiorczych — czynno$¢ enzyméw byla niewielka — ograniczala sie do
jgderek i blon jgdrowych. Natomiast bardzo duzo czynnych ATPaz
obserwowalismy w $rédblonkach wlosnic i wigkszych naczyn nerki.

B. Nerki po stronie moczowodu nie podwigzanego.

Rozmieszczenie odczynu wykazujgcego czynnos¢ ATPaz i jego nasi-
lenie byly takie same jak w nerkach po stronie moczowodu podwigza-
nego i jednoczesnie takie same jak w nerkach zwierzat kontrolnych.

Grupa II

Material pobrany w 12 godz. od chwili podwiazania moczowodu.

W nerkach po stronie moczowodu podwigzanego, po stronie moczo-
wodu nie podwigzanego i u zwierzat kontrolnych — nie zauwazylisSmy
zadnych roéznic w pordéwnaniu z opisang poprzednio grupg I.

Grupa III

Material pobrany w 24 godz. od chwili podwigzania moczowodu.

A. Nerki po stronie moczowodu podwigzanego.

Obserwowalismy zmniejszenie aktywnosci enzymoéw w jaderkach
i na blonach jadrowych kanalikéw gtéwnych, w cienkich odcinkach
petli Henlego i w cewkach zbiorczych. Natomiast zywag jeszcze aktyw-
nod¢ wykazywaty klebuszki nerkowe, wstepujace ramiona petli Henlego
i kanaliki krete II rzedu. Aktywnos¢ ATPaz w S$rédblonkach naczyn
nie ulegla zmniejszeniu.

B. W nerkach po stronie moczowodu nie podwigzanego i u zwie-
rzecia kontrolnego nie obserwowaliSmy zadnych zmian w zachowaniu
czynnych ATPaz,
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Grupa IV

Material pobrany w 48 godz. od chwili podwigzania moczowodu.

A. Nerki po stronie moczowodu podwigzanego.

Czynno$¢ ATPaz w klebuszkach nerkowych nadal nie ulegla zmia-
nom. Natomiast w kanalikach gléwnych obserwowaliSmy obecnoéé
aktywnych enzymoéw tylko w okolicy rabka szczoteczkowego (ryc. 2).
Stosunkowo duza aktywnoscig odznaczaly sie nadal wstepujgce ramiona
petli Henlego i kanaliki krete II rzedu. Najzywsza czynno$¢ ATPaz
spotykaliSmy w srédbtonkach naczyn.

B. Po stronie moczowodu nie podwiazanego oraz w nerce po stro-
nie laparotomii prébnej obraz aktywnosci ATPaz odpowiadal spotyka-
nemu w stanie fizjologicznym.

Grupa V

Material pobrany po 3 dniach od chwili podwigzania moczowodu.

A. Nerki po stronie moczowodu podwigzanego.

Rozmieszczenie i czynno§¢ ATPaz byly takie same jak po 48 godz.
od chwili podwigzania moczowodu.

B. Nerki po stronie moczowodu nie podwigzanego i nerka zwierze-
cia kontrolnego nadal nie wykazywaly zaburzen w zachowaniu enzyméw
hydrolizujagcych ATP w pH 6,5.

Grupa VI

Material pobrany po 7 dniach od chwili podwigzania moczowodu.

A. Nerki po stronie moczowodu podwigzanego.

W kanalikach glownych czynno$é ATPaz byla calkowicie lub prawie
calkowicie zahamowana. Natomiast w klebuszkach nerkowych, w kana-
likach kretych II rzedu i przylegajacych do nich odcinkach petli Hen-
lego, znalezliSmy zmniejszong, lecz zachowang aktywno$¢é enzymow
(ryc. 3). Najwiecej czynnych ATPaz zawieraly $rodblonki mnaczyn
krwionosnych.

B. W nerkach po stronie moczowodu podwiazanego i u zwierzecia
kontrolnego nie obserwowaliSmy odchylen w czynnoéci ATPaz.

Grupa VII

Material pobrany po 10 dniach od chwili podwigzania moczowodu.
A. Nerki po stronie moczowodu podwiazanego.
Nie znalezliSmy juz czynnych enzyméw w klebuszkach nerkowych.

Cewki krete II rzedu i $rédblonki naczyn wykazywaly dalsze zmnie)-
szenie aktywnosci ATPaz.
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B. Nerki po stronie moczowodu nie podwigzanego i kontrola.
Nadal nie widzielismy odchylen od obrazéw spotykanych w nerce
w stanie prawidlowym.

Grupa VIII

Material pobrany po 14 dniach od chwili podwigzania moczowodu.

A. Nerki po stronie moczowodu podwigzanego.

Czynne enzymy znajdowaliSmy w S$réodblonkach naczyn, w blonach
komoérkowych i jadrowych mniej rozszerzonych kanalikéw.

B. W nerkach po stronie moczowodu nie podwigzanego i laparstomii
probnej czynno§¢ ATPaz nie ulegla zmianom.

Grupa IX

Material pobrany po 21 dniach od chwili podwigzania moczowodu.

A. Nerki po stronie moczowodu podwiazanego.

Aktywne ATPazy umiejscowione byly jedynie w $cianach naczyh
krwiono$nych (ryc. 4). Blony komérkowe, jadrowe i jaderka nie zawie-
raly czynnych enzymoéw.

B. W nerkach po stronie moczowodu nie podwiazanego zaobserwo-
wali§my nieznaczne zwiekszenie aktywnoéci enzyméw w Scianach naczyn
wlosowatych oraz w blonach jagdrowych i komoérkowych kanalikéw kre-
tych II rzedu i przyleglych odcinkach petli Henlego (ryec. 5). U zwie-
rzecia kontrolnego nie znalezliSmy Zzadnych odchylen od stanu prawi-
diowego.

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN I WNIOSKI

Czynnos¢ wykrywanych przez nas ATPaz zwiazana byla zaréwno
z ukladem naczyniowym, jak i z komérkami kanalikéw nefronoéw.
Wyrazny odczyn wystepowal w naczyniach klebuszké6w nerkowych,
w Srédblonkach wlo$nic i wiekszych naczyn calego narzadu. Na prze-
biegu kanalikéw — w kanaliku gléwnym — spotykaliSmy czynne enzymy
w jaderkach i na powierzchni jader, w rabku szczoteczkowym. W ko-
moérkach przecietych tuz pod blong komoérkows, wystepowalo dyfuzyjne
zabarwienie cytoplazmy. Odczynu tego nie cbserwowaliSmy wewnatrz
komoérek przecietych przez Srodek, poniewaz ATPazy sg fosfatazami
specyficznymi — charakterystycznymi dla proceséw energetycznych,
zachodzacych na powierzchniach blon (komérkowej, jadrowej). Kanaliki
krete II rzedu i przywstawkowe odcinki petli Henlego odznaczaly sie
szczegllnie Zywag aktywnoscia ATPaz na blonach komérkowych. Przy-
puszczamy, Ze lgczy sie to z fizjologiczng rolg tych odcinkéw nefronu,
ktére jak wiadomo biora czynny udzial miedzy innymi w wydzielaniu
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do $wiatla kanalikéw potasu i wchlanianiu sodu, ktéry nie zostal
reabsorbowany w kanalikach kretych II rzedu. Po 6 godz. wodonercza
nie zauwazylismy odchylen od opisanego obrazu. W 24 godz. od chwili
podwigzania moczowodu, zmniejszyla sie aktywnos¢é ATPaz w jader-
kach i blonach jadrowych kanalikéw gléwnych. Na tym tle wyraznie
rysowaly sie bogate jeszcze bardzo w aktywne enzymy kanaliki krete
IT rzedu, wstepujgce ramiona petli Henlego i naczynia krwionosne.
Po 48 godz. obraz o tyle sie zmienil, Zze czynno$¢ ATPaz, jesli chodzi
o kanaliki gléwne umiejscowiona byla tylko w okolicy rabka szczotecz-
kowego. Trzeci dzien wodonercza nie przyniést wyraznych zmian,
W dalszej grupie (material pobrany po 7 dniach), obserwowalismy dalsze
zmniejszenie aktywnosci ATPaz. Najwiecej czynnych enzyméw zawie-
raly jeszcze srodblonki naczyn. Po 10 dniach nie wykazaliSmy juz
aktywnosci ATPaz w klebuszkach nerkowych. Zmniejszyla sie tez
aktywnos$¢ ATPaz w Scianach naczyn. Po 3 tygodniach od chwili podwia-
zania moczowodu znajdowaliSmy aktywne ATPazy jedynie w S$cianach
naczyn nerki. Po stronie moczowodu nie podwigzanego (nerka prawa),
po trzech tygodniach od chwili operacji, mozna bylo zauwazy¢ niewielki
wzrost czynnosci ATPaz w naczyniach wlosowatych oraz we wstepujg-
cych ramionach petli Henlego (w odcinkach przywstawkowych) i kanali-
kach kretych II rzedu.

Rozmieszczenie 1 rola ATPaz w komoérce jest ciggle przedmiotem
dyskusji. Wiemy, ze majg one ogromny wplyw na gospodarke energe-
tyczna, przemiane fosforanowg, na wedrowke jondw Na i K. Szereg
autoré6w przeczy obecnosci tych enzyméw w jadrach komérkowych
(4, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 13, 15, 19). Novikoff (10) uwaza, ze znale-
zienie czynnej ATPazy we frakeji jgdrowej wynika z zanieczyszczen
ATPaza mitochondrialng. Inni — na podstawie badan histo- i bioche-
micznych — wykazuja, ze ATPazy jadrowe istniejg i biorg udzial w pro-
cesach wewnagtrzjgdrowych syntez kwaséw nukleinowych, koenzymow
oddechowych i katalizatorow glikolizy beztlenowej (1, 8, 14, 5). Ban-
kowski (1) badajgc jadra watroby fizjologicznej i doéwiadczalnie
zmienionej, wykazal wyrazne réznice w zachowaniu ATPazy A zwig-
zanej z blong jadrowg i ATPazy B znajdujgcej sie w karyoplazmie.
Procesy regeneracji i rozrostu nowotworéw oraz zwigzana z tym syn-
teza kwasow nukleinowych wiazg sie, jak wykazujg badania B an-
kowskiego, z zanikiem aktywno§ci ATPazy A na blonie iadrowej,
co lgczy sie z czynnym udzialem ATPazy w hamowaniu przechodzenia
ATP z cytoplazmy do jadra.

Metodyka wykrywania ATPaz odznacza sie szczegblng réznorod-
noéciag stosowania pH s$rodowiska i aktywatorow. Dzis§ wiemy (Sie-
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bert, 14), ze np. ATPaza jadrowa A wykazuje optimum dzialania
w pH 5,9, a aktywatorami jej sg jony Mg, zas optimum czynnosci
ATPazy jadrowej B lezy w pH 8,4 i aktywuja jg jony Ca. Wach-
stein (18, 19) wykrywa ATPaze w pH 7,2 — nie znajdujac woéwczas
w ogoble w jadrach czynnego enzymu. Stosujgc inkubacje w pH 6,5
w obecnodéci chlorku magnezu, otrzymaliSmy obraz aktywnosci ATPaz
zwigzanych raczej z ATPaza jadrowg A. W badaniach naszych moéwimy
o zespole enzymoéw, ktére rozszczepiajag w danym pH ATP, nie o ATPazie,
bowiem nie mozemy wykluczyé, ze powstaly w wyniku reakeji ADP
jest rozkladany przez ADPaze do zwigzku jednofosforowego, ktéry na-
stepnie moze ulegaé dalszej hydrolizie przez 5 nukleotydaze czynng w tym
stezeniu jonéw wodorowych.

Na podstawie naszych spostrzezen mozemy przedstawié nastepujace
whnioski:

1. Rozmieszczenie w komdrkach nerki enzyméw hydrolizujacych
ATP w pH 6,5 zwigzane jest scisle ze srodblonkami naczyn i koncowymi
odcinkami kanalikéw nefronu (przywstawkowe odcinki petli Henlego
i kanaliki krete II rzedu).

2. W przebiegu wodonercza zmniejsza sie w nerce po stronie moczo-
wodu podwigzanego aktywnos¢ ATPaz, przy czym najdluzej znajdujemy
czynne enzymy w S$roédblonkach naczyn.

3. Po stronie moczowodu nie podwiazanego, aktywnos$¢ enzymow
dlugo nie ulegata zmianie, dopiero po 3 tygodniach mozna bylo zauwazyé¢
nieznaczny wzrost aktywnosci w $cianach naczyn wlosowatych i kon-
cowych odcinkach nefronu.
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PE3IOME

Pabora u3naraer pe3yJabTaThbl U3Yy4HEHUA MNOBEJeHMUA (DepPMEHTOB, I'MA-

PONMBYIOIIMX HaTpMeByI0 cojib ATD B KJeTKaxX IOYKM IIOCie OAHO-
CTOPOHHE} NEepeBA3KY MOYETOYHMKA. ¥ CTAHOBJIEHO, UTO MoOCJe OIepalun
Cc TeyeHMEM BpeMeHM Imajaer akTUBHOCTH ATdaz B moukax co CTO-
POHBI IIEPEBA33aHHOTO MOYETOYHMKA. Ilo3:Ke Bcero aKTMBHBIE (PEPMEHTHI
obHapysKeHbEl B 9SHOOTEJIMM KPOBEHOCHBIX cocyZoB. [Ipum zaboseBaHMMU
ruapoHedpPo30M Iocje TpeX Helesb MOXKHO ObLIO HAWTM CO CTOPOHBLI HE
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MepeBA3aHHOTO MOYETOYHMKA He3HauurenbHoe ysesmienne ATdasnoi
aKTHMBHOCTM B CTEHKAX KaIlMJIAPHBIX COCYAOB B IeTayM XeHJIM U B MU3-
BUTBIX KaHaJbLaX BTOPOro Nopsaka.

Puc. 1. Ilouka Kpuichl mocjie 6-TH 4acoB ¢ MOMEHTa NepeBs3KH MoyeTounHka. OnbIT-
nas rpynna I. Merox Naidoo Pratt, pH 6,5, cy6erpar — wnatpuesas conbp AT®. JKusas
AKTHBHOCTb (D)EPMEHTOB B IOUEUHHX HEPBHHIX KAyGOuKax, sfepHbIX 06O0NOYKAX, SAAPBILIKAX,
Ysennuenne weratusa 250 X.

Puc. 2. Ilouka Kpuichl — 48 uacoB nocie nepeBsi3KH ModeToyHHKa. OnwbitTHas rpynna
IV. Merox Naidoo Pratt, pH 6,5 cy6ctpar — Hatpuesas coib AT®. AT®aszuas
aKTHBHOCTb B IJ1aBHHLIX KaHaJbllaXx COCPEJOTOYEHA NpEeiiMYILEeCTBEHHO B pafioHe rpe6HeBHA-
Horo o6ofka. YBesuueHHe HeratnBa 250 X.

Puc. 3. Tlouka Kpeicsl mocne 7 OHeil ¢ MOMEHTa MepeBs3KH Mouerounuka, OnwiTHas
rpvnna VI. Meron Naidoo Pratt, pH 6,5, cy6crpatr — HarpueBast cob AT®. AxTuBHBlE
(depMeHTbl COCPeNOTOYeHB [VIaBHHM 06pa3oM B MPUBCTABOYHBLIX OTPE3KaX NeTIH XeHJH.
VBenuuenne Heratusa 250 X.

Puc. 4. Tlouka kpeichl Ha 21 pgeHb mocje TNepeBA3KH Moueroynuka. OnblTHas rpymna
IX Merog Naidoo Pratt, pH 6,5, cy6ctpatr — HatpueBast coab ATO. AxtusHocTh ep-
MEHTOB 3aMeTHa B CTE€HKaX KPOBEHOCHBIX COCYROB. YBemwdeHHe 250 X.

Puc. 5. IlpaBas nouka Ha 21 meHb nocsie NepeBsi3Ku JeBOro MoveTouHHka. OnbiTHas
rpynna 1X. Merox Naidoo Pratt, pH 6,5, cy6ctpat — HaTpueBast conb AT®. Yseinuenue
¢depMeHTATHBHOIl AKTUBHOCTH Ha TNOBEPXHOCTH KJETOK NOG/IH30CTH IIBOB BOCXOZSALIHX

OTPE3KOB IMETAH XeHsd M H3BHTHIX KaHaJIbUEB BTOpOro nmopAgKa. YBenuueHHe HeraTHBa
250 X,

SUMMARY

The author studied the behaviour of enzymes hydrolysing ATP in
kidney cells after unilateral ligation of ureter. It was found that, with
the lapse of time after the operation, the activity of ATP-azes in kidneys
decreases on the side of the ligated ureter. Active enzymes were found
to remain for the longest time in the endothelium of blood vessels.
When the hydronephrosis had been continued for 3 weeks, a slight
increase in the activity of ATP-azes could be observed in the walis
of capillaries, in the final part of ascending limb of Henle’s loop and
in convoluted tubules of the 2nd order.

Fig. 1. Kidney of rat, 6 hours after ligation of ureter. I experimental group.
Method of Naidoo Pratt, pH = 6.5, substratum — sodium salt of ATP. Strong
activity of enzymes in renal glomerules, membranes of nuclei, in nucleoli.
Magnification of negative ca. 250 x.

Fig. 2. Kidney of rat, 48 hours after ligation of ureter. IV experimental group
Method of Naidoo Pratt, pH = 6.5, substratum — sodium salt of ATP. Activity
of ATP-azes in principal tubules is localized mainly in the region of the brush border.
Magnification of negative ca. 250 x.

Fig. 3. Kidney of rat, 7 days after ligation of ureter. VI experimental group.
Method of Naidoo Pratt, pH = 6.5, substratum — sodium salt of ATP. Active
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enzymes are preserved mainly in the final part of ascending limb of Henle’s loop.
Magnification of negative ca. 250 x.

Fig. 4. Kidney of rat, 21 days after ligation of ureter. IX experimental group.
Method of Naidoo Pratt, pH = 6.5, substratum — sodium salt of ATP. Activity of
enzymes can be seen in walls of blood vessels. Magnification of negative ca 250 x.

Fig. 5. Right kidney of rat, 21 days after ligation of left ureter. IX experimental
group. Method of Naidoo Pratt, pH = 6.5, substratum — sodium salt of ATP.
Increased activity of enzymes on surface of cells of final part of ascending limbs
of Henle’s loop and convoluted tubules of 2nd order. Magnification of negative
ca. 250 x.
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