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Grazyna SZURSKA

Whplyw diety bogatosolnej na poziom kininogenu catkowitego,
jego frakcji osoczowej i moczowej
oraz na zawartos$¢ prekallikreiny w osoczu biatych szczurow

Banaxnue 60oraTocosbHOM AMeTbl HAa YPOBEHBL OOGIIEr0 KUHMHOrEeHA, €ro IJja3MOBOM
¥ MOYeBOM pakumit M Ha COAepxaHue IIpeKaldMKpeuHa B IasMe Genblx KpbIC

The Influence of a High Salted Diet on the Content of Total Kininogen, its Plasmic
and Urine Fractions and on the Level of Prekallikreine in Rat Plasma

Nie wiemy, czy kininy moga by¢ pierwotng przyczyng rézinych stanow
patologicznych, niemniej ich wspoétudzial w patogenezie wielu choréb
wydaje sie bezsprzeczny. W zakresie ukladu krgzenia powoduja one roz-
szerzenie tetniczek i naczyn wlosowatych, przez co maleje opér obwodowy
i obniza sie ukladowe ci$nienie tetnicze. Jedng z najczestszych chordb
ukladu krazenia jest choroba nadcisnieniowa, w ktérej powstawaniu bierze
udzial wiele czynnikéw (10). Znaczenie sodu w patogenezie nadci$nienia
tetniczego podkresla wiele obserwacji do$wiadczalnych (1, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
12, 13, 14). Tobian (18) uwaza, ze przyczyng zwiekszonego oporu obwo-
dowego, warunkujgcego wzrost ciénienia krwi, jest zwezenie swiatla arter-
ioli spowodowane nadmiernym gromadzeniem sie sodu i wody, a nastep-
nie obrzmieniem jej $ciany. Fried man (wg 11) twierdzi, ze zaburzenie
gospodarki sodowej w nadci$nieniu tetniczym polega na zachwianiu wza-
jemnego stosunku sodu wewngtrzkomoérkowego do zewnatrzkomoérkowego,
co powoduje wzmozone napiecie Sciany komérkowej. Wiadomo takge, Zze
ograniczenie zawartosci sodu w diecie powoduje wzrost wytwarzania al-
dosteronu (10) oraz wzrost wydalania katecholamin z moczem (11).
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W ostatnich latach pojawily sie doniesienia wskazujgce na istnienie zalez-
no$ci miedzy katecholaminami a ukladem renina — angiotenzyna. W wa-
runkach doswiadczalnych stwierdzono u pséw, ze wlew dozylny angioten-
zyny powoduje wyrazny wzrost wytwarzania katecholamin (10). Niewiele
prac poswigcono roli ukiladu kininowego w rozwoju hipertensji. Celem
naszej pracy bylo zbadanie wplywu obcigzenia solnego na zachowanie sie
uktadu kininowego w osoczu szczurdw.

METODYKA

Badania przeprowadzono na bialych szczurach, samcach o wyj§ciowym ciezarze
ciala 100—120 g. Zwierzeta podzielono na 2 grupy. Grupa 1 — kontrolna, liczaca
80 szczuréw, karmiona byla dietg standardowsg i otrzymywata do picia wode. Nato-
miast grupa 2 — do$wiadczalna, liczaca takze 80 szczuréw otrzymywala ponadto
do picia 4% roztwoér NaCl przez 2, 4, 6, 8, 10, 12, 15, 20, 24 i 28 tygodni. Po tym
tez czasie oznaczano w osoczu szczuréw zawarto§é kininogenu catkowitego, jego
frakcji osoczowej i moczowej, a takze poziom prekallikreiny, Badania wykonano
opierajgc sie¢ na metodzie Briseida i wsp. (2, 3), ktéra na podstawie ubytku czy
tez wzrostu kininogenu i prekallikreiny pozwala ocenié kininogeneze in wvivo. Ozna-
czenia przeprowadzono metodg biologiczng na dzolowanej macicy szczura. Postu-
giwano sie klamrowym sposobem testowania, w ktérym wzajemny stosunek dawek
bradykininy wynosit 2:3. Jako standardu uzywano bradykininy firmy Sandoz. Krew
do oznaczen pobierano w lekkiej markozie eterowej sprzetem silikonowanym z vena
cava inferior. Jako $rodka przeciwkrzepliwego uzywano cytrynianu sodowego w sto-
sunku 1:10. Po pobraniu krew wirowano w temp. ok, +4°C z vpredko$cig 2200
obr./min. w ciggu 30 min. Osocze po odpipetowaniu rozlewano w porcjach 1 ml
i trzymano w temp. —20°C, badZ uzywano od razu do sporzadzania preparatéw ki-
ninogenu i kallikreiny. Po 15 tygodniach do§wiadczenia w obu grupach zwierzat
kontrolowano zawarto$é w surowicy biatka calkowitego ,albumin i globulin metodg
biuretowg (19).

Preparat kininogenu — 1 ml cytrynianowego osocza inkubowano dla wyelimino-
wania aktywnoéci kininazowej przez 24 godz. w temp. 37°C z 4,0 mg EDTA. 2 Na
rozpuszczonym w 0,4 ml H,O. Po tym czasie preparaty kininogenu wstawiano do
zamrazarki o temp. —20°C.

Preparat kallikreiny osoczowej — 1 ml cytrynianowego osocza w celu aktywacji
prekallikreiny inkubowano z 0,25 ml acetonu w temperaturze pokojowej przez 17
godz, Aktywno$§¢ kininazowsg eliminowano przez nastepng inkubacje mieszaniny
z dodatkiem 0,04 ml wodnego roztworu EDTA. 2 Na (4 mg/ml) przez 24 godz. w temp.
37°C. Preparat kallikreiny moczowej — mocz od szezuréw zbierano w Kklatkach
metabolicznych przez 24 godz., a nastepnie wirowano przy obrotach 2200/min. przez
10 min., w temp. +4°C. Po dekantacji mocz byl dializowany w biezacej wodzie
przez 24 godz. Nastepnie dodawano do niego 4 mg EDTA. 2 Na/ml i doprowadzano
pH do wartosci 7,3 za pomocg 1M NaOH. Inkubacje z EDTA. 2 Na przeprowadzano
w temp. 37°C przez 24 godz.

Oznaczanie kininogenu catkowitego — do 1 ml preparatu kininogenu dodawano
1 ml preparatu kallikreiny osoczowej. Mieszaning inkubowano w 37°C przez 10 min.
Nastepnie dodawano 1 ml preparatu kallikreiny moczowej i inkubacje konty-
nuowano przez dalsze 10 min., Aktywno§é uwolnionych kinin oznaczano zaraz badz
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w ciggu najblizszych 48 godz., przechowujgc testy w temp. +4°C. Oznaczanie
frakeji osoczowej — do 1 ml preparatu kininogenu dodawano 1 ml preparatu kal-
likreiny osoczowej. Mieszanine inkubowano w temp. 37°C przez 10 min. Zawap-
to§¢ kinin oznaczano w ciggu 48 godz., przechowujgc w tym czasie testy w temp.
+4°C, Frakcje moczowg oznaczano w analogiczny spos6b jak frakcje osoczowsg
dodajac w miejsce kallikreiny osoczowej kallikreine moczowas.

Oznaczanie poziomu prekallikreiny. Za miare poziomu prekallikreiny przyj-
mowano ilo§¢é mikrolitréw preparatu kallikreiny na 1 ml substratu, potrzebnej
do reakeji enzymatycznej uwalniajgcej 50% kinin powstalych w wyniku reakcji
z nadmiarem enzymu. Na 41 godz. przed planowanym badaniem, w celu aktywacji
prekallikreiny, do 1 m! cytrynianowego osocza dodawano 0,25 ml acetonu. Mie-
szanine inkubowano w temperaturze pokojowej przez 17 godz. Nastepnie, dla wy-
eliminowania aktywmo$a kininazowej, dodawano 4 mg EDTA. 2 Na i mieszanine
umieszczano w cieplarce o temp. 37°C na 24 godz. Po tym czasie do 5 preparatéw
kininogenu dodawano w odstepach 1 min. po 0,001, ¢,03, 0,05, 0,08 i 0,5 ml. inkubatu.
Mieszaniny inkubowano w temp. 37°C przez 10 min. Oznaczenia kinin wyzwolonych
w tinkubatach byly wykonywane tego samego dnia lub tez w dniu nastepnym.
Wykreslano krzywa procentows, z ktérej odczytywano poziom prekallikreiny, Uzys-
kane wyniki opracowano statystycznie postugujgc sie t-testem Studenta.

WYNIKI

Poziom kininogenu catkowitego oraz frakeji osoczowej i moczowej.
Otrzymane wyniki zestawiono w tab. 1. Juz od 2 tygodnia stosowania
diety obserwowano wzrost poziomu kininogenu catkowitego. Wzrost ten
juz po tym czasie byl statystycznie istotny. Po 2 tygodniach doswiadcze-
nia nie wystepowaly roznice w poziomach obu badanych frakeji w porow-
naniu z grupa kontrolng. W dalszym przebiegu doswiadczenia, tj. po 4,
6 tygodniach, poziom kininogenu catkowitego ulegl podwyzszeniu, przy
nie zmienionych zasadniczo zawartosciach frakcji osoczowej i moczowej.
Po 8 i 10 tygodniach stosowania diety nastgpil dalszy wzrost poziomu kini-
nogenu calkowitego, ktoéremu towarzyszy podniesienie zawartosci obu
frakcji. Wzrost frakcji moczowej okazal sie statystycznie istotny. Maksi-
mum wzrostu wszystkich trzech badanych parametréow ukladu kininowego
wystapilo po 12—15 tygodniach stosowania 4% roztworu NaCl. Wzrost ten
byl wysoce statystycznie istotny. Po uplywie tego czasu obserwowano
tendencje spadkowg poziomdéw kininogenu calkowitego i obu frakcji. Cal-
kowity powrot do wartosci grup kontrolnych wystgpit po uplywie 28
tygodni. Poziom prekallikreiny w trakcie 28-tygodniowego stosowania
diety solnej nie wykazywal w poréwnaniu z grupg kontrolng statystycz-
nie istotnych rdznic (tab. 2). Réwniez oznaczenia biatka catkowitego, albu-
min i globulin nie wykazaly réznic miedzy wynikami uzyskanymi w gru-
pie kontrolnej i badanej.
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Tab. 1. Poziom kininogenu catkowitego oraz frakeji osoczowej i moczowej w osoczu
wyrazony w
The levels of total kininogen and plasmic and urine fractions in rat plasma during

Tygodnie stosowania diety

Kininogen catkowity p kontrola 2 4 6
2,00 +0,03 2,40 0,053 2,46 10,03 2,47 10,03
(32) <0,01 <0,001 <0,001
(4) (12) (11)
Frakcja osoczowa p 1,31 0,07 1,25 10,07 1,22 10,04 1,22 +0,02
(15) 4) 4] (%)
Frakcja moczowa 1,11 £0,04 1,24 +0,10 1,20 +0,04 1,18 0,10

am @ M ]

p — obliczano w stosunku do grupy kontrolnej (calculated versus control group).
OMOWIENIE WYNIKOW

Sugerowane znaczenie ukladu kininowego jako ukiladu antagonistycz-
nego w stosunku do ukladu renina — angiotenzyna, pochodzgcego z tej
same] frakcji op,-globulin (16), poparte jest coraz wiekszg iloscig danych
doswiadczalnych, cho¢ nie sg one zawsze jednoznaczne. Znaczenie sodu
w rozwoju hipertensji moze polega¢ na jego wplywie na reaktywnosé
miesniowki naczyniowej, na czynniki presyjne i depresyjne (8, 9), na re-
gulacji wydzielania reniny i angiotenzyny, a takze wydzielania aldoste-
ronu (wg 10). Liczne prace doswiadczalne poswiecono wplywowi diety
solnej na ci$nienie tetnicze u szczura. I tak Honore i Gardner (8, 9)
wykazali wzrost ci$nienia krwi u szczuréw po podaniu im przez okres
4 tygodni 1% NaCl do picia. Po tym samym czasie rejestrowali zwyzki
ci$nienia krwi Menelly i wsp. (14), podajacy szczurom s6l w karmie
stalej. Zblizone do wynikéw otrzymanych w naszej pracy sg wyniki
opisane przez Niekrasowa i Szwacabaja (15, 17). Autorzy ci ob-
serwowall podwyzszenie poziomu kininogenu w do$§wiadczalnym nadcis-
nieniu u zwierzat wywolanym niedokrwieniem nerek drogg jednostron-
nego podwigzania naczyn nerkowych badz przez koarktacje brzusznego
odcinka aorty, a takze we wezesnym stadium nieutrwalonego nadci$nienia
u ludzi. Zatem wprowadzenie diety bogatosolnej doprowadza do tego sa-
mego efektu, a mianowicie wzrostu poziomu kininogenu catkowitego.

Zaobserwowane w naszej pracy obnizenie poziomu prekallikreiny, cho¢
statystycznie nieistotne, moze swiadezy¢ o wzmozonym jej przejsciu
w czynng kallikreine w przebiegu stosowania diety bogatosolnej. Zatem
nie moze tlumaczy¢ wzrostu poziomu kininogenu, gdyz wskazuje raczej
na zwiekszone w tym czasie uwalnianie kinin. Réznica pomiedzy sumg
frakeji osoczowej i moczowej kininogenu a kininogenem calkowitym
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biatych szczuréw w trakcie 28-tygodniowego stosowania diety wzbogaconej 4% NaCl,
pug/ml osocza

the 28 weeks treatment on a high salted diet; results are expressed as pg/ml of plasma

Tygodnie stosowania diety

8 10 12 15 20 24 28
2,72 £0,06 2,72 £0,08 3,40 +0,10 3,00 0,14 283 +0,06 2,41 +0,06 1,96 10,04
<0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 (10)

(10) (15) 8) 9 (5) 5)
1,48 *0,03 147 +0,03 146 +0,03 1,57 £0,03 1,53 £0,04 1,24 0,03 1,30 +0,04
<0,05 <0,05 <0,05 <0,001 <0,01 (5) (7
8 (8) ® - (8 ®
1,55 £0,09 1,38 +0,04 1,46 +0,07 1,61 £0,07 1,42 +0,03 1,28 +0,05 1,28 10,04
<0,001 <0,05 <0,05 <0,001 <0,05 (6) 8)
(8) (8) (8) (6) 8)

W nawiasach podano ilo§é oznaczen (the number of estimations in parentheses).

w grupie badanej i kontrolnej w pierwszym okresie do§wiadczenia moze
wskazywaé na zwigkszenie sie trzeciej frakcji kininogenu, ktérej istnienie
sugeruje Briseid (3). Otrzymane wyniki mogg $§wiadczy¢ o aktywnym
udziale ukladu kininowego w regulacji ci$nienia krwi. Mozna przypusz-
cza¢, ze uklad kininowy spelnia w tym przypadku antagonistyczng role

w stosunku do ukladu renina — angiotenzyna.
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PE3IOME

Vizyuanocs BiaMsHMe OOraTOCOJLHOH AMETHI, cojepikalleii 4% XJOpMCTOrO HATpUA,
Ha yYpOBeHb OOIIero KMHMHOreHa, €ro IJIa3MOBOM M MOUYEBOIt (hpakuMM Y Ha COXEp-
JaHue IpeKaJlJIMKpeMHa B IlJla3Me KpPbIC. Y CTaHOBJEHO, YTO B TedeHue 28-uepennb-
HOrO npuMeHeHMA DOTaTOCONBHOM AMETbl yPOBEHEL OOINEr0 KMHMHOTE€HA M €ero Mccie-

JIOBaHHBIX (hDPAKLMI NOBLILAETCH, 4 YPOBEHb IIPEKAJJIMKPEMHA B IJa3Me KDBIC II0-
HMIKAETCH.

SUMMARY

The influence of a high-salted diet (4% NaCl) on the content of fotal kininogen,
its plasmic and urine fractions and on the level of prekallikreine in rat plasma
has been investigated. It was found that the high-salted diet induced an increase
in the concentration of total kininogen and its both fractions and a decrease in
the level of prekallikreine,

11 Annales, sectio D, vol. XXXI






