SLEDOVANI CINNOSTI LEDVIN

(osmoregulace a exkrece )

Teoreticky uvod

Osmoregulacni a exkrecni pochody, které probihaji u savcl a clovéka ve vylucovaci
soustaveé v ledving, slouzi k udrzovani stalého vnitiniho prostfedi v organismu.

Cinnost ledvin je zaméiena na to, aby byl zachovin staly objem, pH a stdlé iontové
slozeni télnich tekutin. Obecné lze Fici, Ze osmoregulacni pochody upravuji v organismu
predevsim obsah soli a exkrecni pochody snizuji koncentrace latek, které jsou odpadnim
produktem metabolismu a to zejména metabolismu bilkovin. U savcui je produktem metabolismu
bilkovin mocovina vytvarend v jatrech. Exkrecni pochody také odstranuji z téla pro metabolismus
a organismus cizorodé latky (jako jsou napr. léciva a ruzné chemické latky prijaté do téla
potravou).

Na zajisténi stalého vnitfniho prostfedi organismu se kromé vyluCovaci soustavy podile;ji
také jiné organy, které primarné slouzi k zajiStovani jinych funkci. Naptiklad plice odstranuji
z té€la CO2 a tim pfispivaji k udrzovani stalého pH. Klize transportuje z téla potnimi zlazami
mocovinu, sole, H20 a n€které metabolity jako napt. kyselinu mlé¢nou.

Kromé¢ vylu€ovaci funkce produkuji ledviny hormon erytropoetin, ktery stimuluje tvorbu
erytrocytii v kostni dreni. Ledviny aktivuji vitamin D tak, ze jej pfeméiuji na kalcitriol, ktery
podporuje vsttebavani Ca* a fosfatii ve stieveé a v ledving. Prosttednictvim reninangiotensinového
systemu ledviny tidi nejen glomerularni filtraci, ale také zvySuji systémovy krevni tlak.

Anatomicka stavba vylucovaci soustavy a jeji cévni zasobeni

Ledviny jsou parovy organ. Nachazeji se v dorzalni ¢asti télni dutiny, kde jsou ulozeny
podél patefe. Na podélném fezu ledvinou je anatomicky rozliSitelna tmavsi kiira a svétlejsi dien.
V dfeni jsou viditelné svétlé, vazivové ledvinove pyramidy, tvofené svazky sbéracich kanalki.
Pyramidy usti do ledvinné panvicky, odkud se mo¢ odvadi mocovodem do mocového méchyre
(obr. 2).

Ledviny jsou metabolicky velmi aktivni orgény, proto jsou hojné zasobeny krvi. (V klidu
protéka ledvinou asi 1,2 litru krve za minutu, coZ predstavuje 25% minutového objemu
srdecniho). Ptivod krve do ledvin zajiStuje arterie renalis, kterd odstupuje od bfi$ni aorty a
postupné se v ledviné vétvi na arterioly, které¢ se dale v ledviné rozvétvuji az na 2 specielné
organizované typy kapildrniho fecisté. V ledviné jsou tato kapilarni feciSt€ oznacovéana jako
vysokotlaké kapilarni vecisté a nizkotlaké kapilarni reciste. Vysokotlake kapilarni reciste tvori
glomeruly, které jsou ulozeny v Bowmanovych vaccich. Nizkotlaké cévni teCiste, tvori sité
kapilar, které se nachézeji v okoli nefronovych tubulll v dfeni ledviny, tyto kapilary se nazyvaji.
peritubularni kapilary. Nizkotlaké, peritubularni kapilary zajist'uji kromé vyzivy ledvinové tkané
také zpétnou resorpci H20, ionth a zivin, které se resorbovali z tubulii nefronti, zpét do krevniho
reCisté (obr.3)



Zakladni funkcni jednotkou v ledviné je nefron. U Clovéka obsahuje 1 ledvina asi Imilion
nefrontl (obr.3). Kazdy nefron se sklada z casti cévni- glomerulu a z casti tubularni. Glomeruly
jsou uloZeny v kuie ledvin, tubularni ¢ast nefront a sbérné kanalky jsou ulozeny hloubé&ji v dieni
ledviny. Nefrony zacinaji jako vacky, tzv. Bowmanovy vacky, do kterych jsou zanofeny kapilary
tvotici glomerulus. Kapilary jsou v glomeruku uspotadany jako smycky, kterymi protéka krev.
Do glomerulu (obr.4) je ptivadéna krev privodnou arteriolou, kterd se nazyva vas afferens. Z
kapilar tvoticich glomerul je krev odvadeéna vas efferens. Tyto odvodné tepénky se rozvétvuji na
druhotnou sit’ kapilar, které jako tzv. peritubularni kapilary obklopuji tubuldrni ¢asti nefronu.

Bowmanovy vacky ptrechdzeji do tubuldrniho systému nefronu. Pocatecni ¢ast tubulu se
nékolikrat sta¢i a nazyva se proto proximalni vinuty kandlek. Nésledujici ¢ast tubulu mé tvar
pismene U a nazyva se Henleova klicka. Henleova klicka sestupuje do diené¢ ledviny.
Rozeznavame jeji tenkosténnou cast sestupnou a silnosténnou vzestupnou. Vzestupna c¢ast
Henleovy klicky ptechazi v distalni vinuty kandlek, ktery se nachazi opét v kure ledviny. Nékolik
distalnich kanalkl usti do jednoho sbérného kandlku, ktery sestupuje do diené ledviny. Sbérné
kanalky se spojuji v ledvinné pyramidy, které jako tzv. papily usti do ledvinové panvicky.

Cinnost ledviny

Cinnosti ledviny vznika moé. Tvorba moéi v ledviné je zalozena na 3 zakladnich dgjich,
které probihaji v urcitych castech nefronu.
Jsou to: glomerularni filtrace, tubularni resorpce a tubuldrni sekrece (obr.5).

Glomeruldrni filtrace

Filtrace krevni plazmy probiha v glomerulu a jeji velikost zavisi na pritoku krve a
krevnim laku v glomerulu (tlak krve v glomerulu je 2 krat vyssi nez v jinych kapilarach a €ini asi
45 -50 mmHg). Ledvinami clovéka protece 1 500 litrd krve denné. Z toho se 150 litri tekutiny v
glomerulech profiltruje. Objem moce za 24 hod je vSak pouze 1,5 litril tzn., ze 99% profiltrované
tekutiny z krevni plazmy se vraci zpét do krevniho ob¢hu. Objem plazmy, ktery €ini piiblizné
3 litry, se tak denn¢ v ledvinach ptefiltruje asi 50 az 60 krat.

Tlak krve v glomerulech, na kterém zavisi filtrace se méni zménou prisvitu arteriol.
Ptivodné tepénky (vas afferens ) jsou $ir§i nez odvodné (vas efferens) a toto usporadani zajistuje
vy$si tlak v glomerulu potiebny pro filtraci krevni plazmy.

Prisvit arteriol upravuji také svou cCinnosti vegetativni nervy a vlastni autoregulacni
mechanismus ledviny, ktery funguje jako tzv. remnin angiotensinovy systém. Renin vznikad
v bunikach juxtaglomerularniho aparatu, v misté usti vas afferens do glomerulu (obr.3). Renin
odstépi ¢ast aminokyselin z proteinu angiotensinogenu, ktery vznika v jatrech. Takto vznikne
hormon angiotensin I. Odstépenim dalSich 2 aminokyselin z angiotensinu I tzv.konvertujicim
enzymem vznikd angiotensin II. Angiotensiny I a II maji silné vasokonstrikéni G¢inky zejména
na efferentni arterioly. Zvysuji tak krevni tlak a tim 1 filtraci v glomerulu (obr.5).

(Krevni tlak v glomerulu zvySuji také hormony kiry i dfené¢ nadledvin, antidiureticky hormon
ADH. Opa¢ny uc¢inek maji dopamin, bradykinin a atrium natriureticky faktor ANF ze srde¢nich
sini. Tyto latky snizuji tlak,snizuji vstfebavani sodiku a zvySuji diurézu.




Cinnost proximalniho tubulu

V proximdlnim tubulu nefronu se z glomeruldrniho filtratu vstiebava vSechna glukéza,
aminokyseliny a ionty Na‘, K*, Ca*, Mg*, CI', HCO* a fosfatové anionty. Pasivné se za ionty
vstiebava H20. Z proximalniho tubulu odchazi do Henleovy klicky isoosmoticka tekutina
s extracelularni tekutinou.

Cinnost Henleovy klicky

Zjednodusené lze shrnout, ze v sestupném tenkosténném raménku i ve vzestupném,
silnosténném raménku Henleovy klicky se intenzivné transportuji ionty Na® (a Cl )do diené
ledviny. Okolni dfenl se stava silné hypertonickd. Zejména na vrcholu klicky. (Pasivné za ionty
piechazi z tenkosténného raménka do dien€ i voda). Silnosténna ¢ast vzestupného raménka je
nepropustna pro H20. Proto je tekutina ve vzestupném raménku a na konci Henleovy klicky
vzhledem ke krvi hypotonicka.

Cinnost Henleovy klicky slouzi k vytvoteni hypertonického prostiedi v okoli sbémych
kanalkii v dfeni ledviny. Vytvofeni hypertonického prosttedi pak piispiva k zahustovani moce,
nebot’ voda ze sbérnych kanalkli snadno pasivné ptechazi do hypertonického prostiedi v dieni
ledviny.

Cinnost distalntho tubulu a sbérného kandlku

V distalnim tubulu se vstfebavaji ionty, zejména sodné. (V ledvin¢ se zpétné resorbuje
99% Na' iontil z tubull do diené. lonty K* se v takové mife neresorbuji a organismus je ztraci
moci). Mnozstvi resorbovanych iontl z tubulll zpét do ledviny a organismu zéavisi kromé
osmolarity filtratu hlavné na ptlisobeni mineralokortikoidnich hormonii kury nadledvin.
Na vstfebavani iontl z tekutiny v distalnim tubulu mé z kortikosteriodnich hormont nejvétsi
ucinek hormon aldosteron (obr.6). Kortikosteroidni hormony kiiry nadledvin jsou pro Zivot
nezbytne. Jejich nedostatek vede ke cztratam a nedostatku sodiku a nadbytku drasliku
v organismu. Dusledkem vylucovani vysokého mnozstvi sodiku dochazi také k nadmerné diuréze.
Ztraty vody pak zpusobuji pokles objemu krve v organismu. Tento stav vede az k selhani krevniho
obéhu a smrti jedince.

(Propustnost distalniho tubulu pro mocovinu je mald a proto se mocovina v distalnim
tubulu koncentruje).

Ke snizeni objemu tekutiny (moce) na konci distdlniho tubulu a hlavné ve sbéracich
kandlcich dochdzi plisobenim antidiuretického hormonu ADH nebo-li argininu-vasopresinu.

Kontrola hospodareni vodou v ledviné

Klicovy hormon regulujici hospodaieni vodou u savct a ¢loveéka je antidiureticky hormon
ADH, oznacovany také jako arginin-vasopresin (AVP). ADH je polypeptid skladajici se z 9
aminokyselin nasledujici primarni struktury:

Cys — Tyr — Phe — GIn — Asn — Cys — Pro — Arg —Gly-NH2

Jeho syntéza probiha v neuronech paraventrikularniho a supraoptického jadra v hypothalamu,
odkud se axondlnim transportem dostdva do zadniho laloku hypofyzy ( do nreurohypofyzy).
Z neurohypofyzy je ADH uvoliiovan do krve. Hlavnim mistem jeho ptisobeni v ledviné jsou
sbéraci kanalky, které se jeho plisobenim stavaji propustné pro H20. Voda ze sbéracich kanalkt
odchazi do hypertonické dfen¢ ledviny. Moc€ se zahust'uje a stdva se hypertonickou proti krevni
plazmg. Objem moce se tak podstatné zmenSuje a nedochazi ke ztratam vody z organismu.
Celkovy objem moce (diureza) ¢ini u ¢loveka 1,5 litrG za 24 hodin. Z vyvojového hlediska je
zajimavé, ze humoralni, latkové fizeni hospodateni vodou je obdobné u vSech Zivocisnych tiid.




Na molekularni urovni pisobi ADH (nebo-li AVP) na specifické membranové receptory,
oznacované jako V2 receptory. Receptory V2 se nachazi v plazmatickych membranéach
epitelidlnich bun¢k sbéracich kanalki. Prenos signalu po navazani hormonu AVP na V2receptory
do bunky zprostiedkuje jako druhy posel cAMP. Konecnym vysledkem plsobeni AVP na
molekularni urovni je vytvofeni selektivnich kanalkd pro molekuly H20 v membranach bunck
sbéracich kanalkd. (Tvorby kandlkd se ucastni specifické proteiny akvaporiny a synaptobrevin —
like Il protein)

Vrozena genetickd porucha tvorby ADH (nebo-li AVP) hormonu v hypothalamickych
jadrech a nebo genetickd porucha struktury V2 receptoru (obr. )se projevuje onemocnénim
nazyvanym diabetes insipidus (Uplavice mocova). Pfi této chorobé postizena osoba nebo zviie
trpi nadmérnou diurézou ( u takto nemocného Cloveéka byva diuréza az 10 krat zvysSend a Cini
denné okolo 15 litrGl). Nadmérné ztraty tekutin musi organismus kompenzovat nadmérnym pitim.

Vylucovani ionti ledvinou ( zejména H*, bikarbonatovych a fosfatovych iontl) ma také
vyznam pro udrzovani stalé acidobazické rovnovahy (pH) v organismu. (Vyznam ¢innosti ledvin
pro udrzovani stalé acidobazické rovnovahy (pH) v télnich tekutindch si prostudujte
v doporucenych ucebnich textech pro prednasku z fyziologie zivocichi).



Prakticka c¢ast

Sledovani cinnosti ledvin, ukoly a cile prdce praktického cviceni

1. stanovte diurézu u potkana za 24 hodin

2. sledujte vyluéovaci ¢innost ledviny, kvantitativné stanovte obsah mocoviny
v plazmé a moci potkana

3. stanovte hodnoty glomerularni filtrace u potkana z clearence kreatininu

1) Stanoveni diurézy u potkana za 24hod

- pokusné zvife o zndmé hmotnosti umistéte do metabolické komory a za 24 hodin zméite
objem produkované moce.

- do protokolu zaznamenejte také mnozstvi tekutiny, které pokusné zvite za 24 hodin
vypilo



2) Stanoveni mocoviny

Stanoveni mocCoviny v moci a v krevni plazmé potkana se provadi kolorimetricky,
enzymatickym testem. Princip stanoveni je zaloZen na $tépeni mocoviny pisobenim enzymu
ureazy na amoniak a oxid uhli¢ity. Reakci amoniaku s 3-metyl-6-isopropylfenolem a alkalickym
chlornanem vzniké barevny indofenol (Berthelotova reakce), ktery kolorimetricky stanovujete pii
vlnové délce 650 nm. Pti dodrzeni podminek reakce je vzniklé zabarveni piimo umérné
koncentraci sledované latky.

Potreby: metabolicka komora, sada pipet a mikropipet, spektrofotometr, odmérny valec, stojanek
a zkumavky, $picky k pipetdm, kadinky, stficka s destilovanou H20.

Reagencie: Roztok fosforecnanového pufru pH 6,8 mmol/l + enzym ureaza + nitroprussid sodny
3mmol/l + 3-metyl-6-isopropylfenol 2mmol/l, NaOCl 15 mmol/l

Standardy mocoviny: 15 mmol/l (45 mg do 50 ml)

Pracovni postup

Pted stanovenim se mo¢ ziedi destilovanou vodou v poméru 1: 99 (100 krat). Naredéné
vzorky moce se zpracuji podle nésledujiciho schématu.
Do 10 ml nebo 5 ml sklenénych zkumavek pipetujte:

Zk.c.1,2,3 Zk.c.4,5,6 7Zk.c.7,8,9 Zk.c.10,11,12

mo¢ plazma standard blank
¢inidlo 750 pl 750 pl 750 pl 750l
(enzym + pufr + nitroprussid sodny + metyl-isopropylfenol)
vzorek (fedéna moc a plazma) Sul Sul - -
destilovana voda - - --- Sul
standard mocoviny - - Sul ---

Zkumavky nechte 15 minut inkubovat. Po uplynuti inkubace pfidejte do kazd¢ zkumavky
250 wl oxidac¢niho roztoku (NaOCl + NaOH).

Zméite na spektrokolorimetru absorbanci pii vlnové délce 650 nm proti vodé. Barevny komplex
je staly do 60 min.

Pro presnéjsi stanoveni pracujte v tripletech. Naméiené a vypoctené primérné hodnoty
uved’te do protokoli.

Vypocet koncentrace mocoviny ve sledovanych vzorcich :

Mocovina mmol/l =a . A1/ A2

A1 absorbance vzorku, A2 absorbance standardu, a = konc. moc¢oviny ve standardu



3-1) Stanoveni glomerularni filtrace (GRF) z clearence Kreatininu

Glomerulérni filtrace se urci tak, Ze se do krve vpravi infuzi indikatorova latka a
stanovuje se kolik indikatorové latky se objevi za urcity casovy tisek v moci. Pfitom musi platit,
ze vsechen indikator pfechazi z krve pouze do definitivni moce, neboli jeho vylou¢ené mnozstvi
se rovnd jeho filtrovanému mnoZzstvi.

K tomu, aby byla splnéna podminka, Ze mnoZzstvi vylouceného indikatoru je stejné jako
jeho mnozstvi filtrované,musi indikator spliiovat tyto nésledujici podminky:

- dostava se do tubulli pouze filtraci v glomerulech
- nesmi byt v tubulech resorbovan

- nesmi byt do tubulil secernovan

- nesmi byt v ledviné metabolisovan

- neovliviiyje ¢innost ledviny

Vhodné latky, které spliuji tyto podminky jsou napt. nékteré sacharidy (inulin, manitol).
Rovnéz v krvi stale ptitomny kreatinin mtze do jisté miry byt vhodnou latkou pro stanoveni
GREF.

Méieni GRF budete provadeét nepiimo, sledovanim odstranovani urcité latky (kreatininu)
z krve. Pro jeji stanoveni a vypocet se uziva anglicky vyraz clearence (vycisténi).

Pro vypocet clearence je nutno stanovit:
Vu produkei moce za urcitou ¢asovou jednotku
Pi koncentraci indikatoru v plazmé

Ui koncentraci indikatoru v mo¢i

Pro vypocet clearence plati:
GRF . Pi=Vu. Ui

GRF = Ui. Vu/ Pi

Teoreticky u ¢loveka plati:

Vu=4 ml/ min

Pi=2 mg /ml GRF=60.4/2=120 ml/ min

Ui= 60 mg/ml

GRF=7,21/hod .............. 170 az 180 1/ 24 hod se prefiltruje za jeden den

Pti objemu krevni plazmy 3,5 1 a objemu extracelularni tekutiny 14 1 se sménitelna voda
ptefiltruje u cloveka asi 13 krat a krevni plazma ptiblizné€ 40 az 50 krat.



3-2) Stanoveni kreatininu

Kolorimetrické stanoveni kreatininu v krevni plazmé (krevnim séru) nebo v moci Jaffého
reaket .

Bilkoviny ptfitomné ve vzorcich se vysrazi trichloroctovou kyselinou. Kreatinin pfitomny
ve vzorcich reaguje s ptidanym roztokem kyseliny pikrové (kys. pikrova = trinitrofenol) a vytvoii
s ni oranZov¢ Cerveny barevny komplex. Mnozstvi vytvofeného barevného komplexu je umérné
koncentraci kreatininu v analyzovanych vzorcich a kvantitativné se stanovi kolorimetricky.

Reagencie: Nasyceny roztok kyseliny pikrové (asi 1,2 % pfti laboratorni teplot¢), 7% roztok
trichloroctové kyseliny (TCA), standardni roztok kreatininu (2mg/l1 00ml)

Pracovni postup:

Vzorek analyzované moci se pred stanovenim zifedi destilovanou vodou. Pfi normalni
produkci moce pouzijte zfedéni 1 : 49 (50 krat). Krevni plazmu pouzijte nefedénou. Vzorky
biologického materialu, standard kreatininu i blanku (slepy vzorek) zpracujete podle nasledujici
tabulky:

Do centrifuga¢nich umélohmotnych mikrozkumavek o objemu 1500 pl napipetujte:

TADY PRACUJEME V SINGLETU!!!!

Mo¢ Plazma Standard Blank
objem vzorku 400 pl 400 pl - -
standard kreatininu -—- - 400 pl —
H20 --- --- -—- 400 pl
TCA 1000 pl 1000 pl 1000 pl 1000 pl

Zkumavky na automatické michacce promichejte a zcentrifugujte srazeninu. Pouzijte
vysokoobratkovou centrifugu a vzorky centrifugujte 2 min pii 4 az 5 tisicich otackach/min.

Do pfedem oznacenych zkumavek pipetujte supernatant vzorkt podle nasledujici tabulky:
Diilezité upozornéni. Protoze jde o kolorimetrické stanoveni pracujte v TRIPLETECH. Tzn.

kazdy vzorek ptipravite 3x ( 3 zkumavky budou vzdy stejné obsahovat standard, dalsi 3 blank a
dalsi 3 vzorky biologického materidlu, tzn. mo¢ a plazma).

Zk.c. 1,23 Zk.c.4,5,6  Zk.¢. 7,89  Zk.c. 10,11,12

Plazma Mo¢ Standard Blank
Supernatant 400 pl 400 pl 400 pl 400 pl
Kyselina pikrova 1000 pl 1000 pl 1000 pl 1000 pl
NaOH 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl

Po promichani nechat 15 az 20 min stat. Vznikly barevny komplex proméfit na spektrofotometru
pii vinové délce 500 nm, proti vode.



Vypocet koncentrace kreatininu (mg/ml plazmy)
Csx Ev/Es
Cs = koncentrace standardu

Ev = absorbance vzorku
Es = absorbance standardu

Normalni hodnoty kreatininu v lidském séru se pohybuji
u muza v rozmezi 0,9 az 1,4 mg kreatininu /100 ml
u zen v rozmezi 0,8 az 1,2 mg kreatininu /100 ml

Primérné mnozstvi vylouceného kreatininu do moce u lidi ¢ini za 24 hod 1,0 az 1,9 .

NH ---C=0
| |
vzorec kreatininu: HN=C |
| |

CH3—N-----CH2

Molekulova hmotnost kreatininu 113,1 g/mol



