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Zaciatky cesty k objavu

natriuretickych hormonov

Studie o natriuretickom hormone st vysledkom vyse storoéného Usilia pochopit regulaéné

mechanizmy zlozenia a objemu extracelularnej tekutiny, ktoru definoval Claude Bernard v roku

1885 ako vnutorné prostredie, zbytok oceanu v nas, v ktorom asi kedysi zivot vznikol.

Vyznamnym objavom bolo, ze klI'ai¢ovym
mechanizmom homeostazy objemu extra-
celularnej tekutiny (ECT) je regulacia re-
nalneho vylucovania sodika a sekundarne
aj vody, teda moca. Hovorime preto o re-
nalnej regulécii objemu extracelularnej te-
kutiny. Zvicsenie objemu ECT zvysi kom-
penzacné vylucovanie sodika a vody, vy-
vola natriurézu. Zmensenie objemu vyvo-
14 kompenzaénu antinatriurézu. Klasik nef-
rologie, Homer Smith, predvidal v tejto st-
visosti na zaklade dostupnych poznatkov
z experimentalnej a klinickej nefrolégie, ze
okrem mineralokortikoidov musi existovat’
aj natriureticky systém regulujtci vyluco-
vanie sodika obli¢kami (Smith, 1957).

Prvé experimentalne dokazy, ze pred-
pokladany natriureticky systém existuje,
reprezentovany Specifickym natriuretic-
kym hormoénom, su zo Sest'desiatich ro-
kov minulého storocia. Mali biologicky
charakter a boli vysledkom pokusov zalo-
zenych na fyziologickych metodach (De-
Wardener et al. 1961; Lichardus, Pearce
1966).

Renalna regulacia objemu
extracelularnej tekutiny -
experimentalne pristupy

Beznym spdsobom objasiiovania mecha-
nizmu zvySeného vylucovania sodika ob-
lickami - natriurézy - je izoosmotické zvac-
Senie objemu ECT infuziou fyziologické-
ho, ¢i Ringer-Lockeho roztoku, alebo

zvacsenie intravaskularnej zlozky ECT
transfuziou krvi, plazmy alebo infiziou
izoonkotického roztoku dextranu vo fyzio-
logickom roztoku. Pouziva sa aj redistribu-
cia objemu krvi do krvného riecista
v hrudniku, ¢im sa tiez vyvola natriuréza,
aj ked’ sa nemeni celkovy objem krvi resp.
celej ECT. Dosiahne sa, napriklad, zauja-
tim leZiacej polohy s mierne zvysenymi
dolnymi koncatinami, alebo ponorenim
probanta po krk do termoneutralnej vody.
Sofistikovanejsi spdsob na redistribuciu
krvi do krvného riec¢ist’a v hrudniku je dy-
chanie proti negativnemu tlaku vzduchu.
Uvedené experimentalne postupy aktivuja
regulacné mechanizmy objemu extracelu-
larnej tekutiny a spristupnia ich $tadiu
(Lichardus, 1978).

Historicky sa najmé dva faktory pova-
zovali za rozhodujuce pre natriurézu:
prvy faktor - zvysenie glomerularne; filtra-
cie;
druhy faktor - utlmenie sekrécie antinatri-
uretickych horménov, mineralokortikoi-
dov (kortikosterdn, aldosterén).

Biologicka evidencia pre
existenciu natriuretického
horménu

a) DeWardenerov pokus so skriZzenou
cirkuldciou

Prva sprava o moznej existencii ,, tre-
tieho faktora* na zaklade cieleného expe-
rimentalneho vyskumu pochadza z roku

1961. Bola vysledkom pokusov profesora
Hugh deWardenera, z Charing Cross Hos-
pital v Londyne. Dokazal, ze natriureticka
odpoved’ (UNaV) u psa na zvaésenie ob-
jemu ECT inftziou fyziologického roztoku
nastane, aj ked’ sa svorkou na aorte nad
odstupom renalnych artérii zamedzi zvy-
Seniu glomerularnej filtracie (GF) a aj ked’
sa psovi sucasne aplikuju mineralokorti-
koidy a preto ich hladina neméze klesnut
(Obr. 1; DeWardener et al., 1961). Ak teda
nie je nutné pre vznik natriurézy, aby sa
zvysila glomerularna filtracia a ani aby sa
zniZzila hladina mineralokortikoidov v krvi,
deWardener usudil, ze v hre musi byt treti
faktor. Co by méhol byt , treti faktor
naznacili vysledky jeho d’alSicho typu po-
kusu.

Ked’ sa totiz pes so zviac¢Senym obje-
mom extracelularnej tekutiny a s nasled-
nou natriurézou -nazvime ho donor, alebo
darca, spojil skrizenou cirkuléaciou s dru-
hym psom, recipientom, alebo prijemcom,
ktory mal normalny objem extracelularne;j
tekutiny, zacal aj recipient zvysSene vylu-
Covat sodik, i ked’ v menSom meritku
(UNaV) (obr. 1). Signal na vylucovanie so-
dika bol preto zrejme aspon z¢asti prenos-
ny krvou. Z toho sa usudilo, Ze natriuréza,
vyvolana zvacsenim objemu ECT, ma
pravdepodobne aj humoralnu komponentu.

b) Nas pokus so skriZenou cirkulaciou -

Lichardus a Pearce
Nasledujucim logickym krokom bol po-
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POKUS SO SKRIZENOU CIRKULACIOU U PSOV
deWardener (1961)

GF konstantna

Infazia fyziologického roztoku

DONOR >< RECIPIENT

ADH + mineralokortikoidy

Obr. 1: Skrizena cirkuldcia u psov v pokuse deWardenera. Popis obrazku je v texte.

kus o objasnenie otazky, aka je podstata
tejto prenosnej humoralnej komponenty
natriuretického signalu. V deWardenero-
vom pokuse to totiz mohlo byt aj zriede-
nie krvi infiziou fyziologického roztoku,

o ktorom je zname, ze ma natriureticky uci-
nok.

Aby sa vnutorné prostredie nasled-
kom zvécsenia objemu ECT neriedilo,

v nasich pokusoch na psoch so skrizenou
cirkulaciou sme pouzili na zvacSenie obje-
mu intravaskularnej ¢asti ECT transfuziu
umelej krvi (premyté psie erytrocyty v 6%
hovéddzom albumine v Ringer-Lockeho
roztoku). Na vylti¢enie moznej, ¢oilen
Ciastocnej vzajomnej inkompatibility krvi
medzi darcom a prijemcom, krvou darcu
sme perfundovali len in situ izolovanu ob-
licku prijemcu (obr. 2; 3; Lichardus, Pearce
1966).

Transfuzia umelej krvi vyvolala vel'mi
vyrazné zvysenie vylu¢ovania sodika
amoca u psa - donora. A aj ked’ sa krv po-
kusnych zvierat nezriedila, natriuréza na-
stala, i ked’ v mensom rozsahu, aj u recipi-
enta. Tak sa dokazalo, Ze natriureticky sig-
nal prenasany krvou nie je len vysledkom
zriedenia krvi, ale ma vel'mi pravdepodob-
ne aj $pecificktl komponentu. Bolo preto
redlne uvazovat’ o ,,tret'om faktore ako
o Specifickej natriuretickej humoralnej lat-
ke (obr. 4).

Zistili sme vsak nielen prenos natriuré-
zy, ale aj prenos vazodilatacnej latky, ktora
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zvysila mierne prietok krvi v oblic¢ke reci-
pienta (RPK) napriek tomu, Ze bola per-
fundovana pocas celého pokusu kon-
Stantnym perfiznym tlakom. Tieto hemo-
dynamické zmeny sa tiez mohli na natriu-
réze podielat,, aj ked bolo dokazané, ze pre
mechanizmus homeostatickej natriurézy
pri zvacseni objemu ECT su len jednym

z viacerych moznych faktorov.

Pokus o identifikaciu
humoralnej natriuretickej
latky

Dalsim evidentnym krokom bolo zistit’, &
sa skutocne pocas expanzie objemu ECT
v krvi objavuje latka natriureticka, mozny
natriureticky hormon, alebo len klesne
koncentracia nejakej neznamej antinatriu-
retickej latky s podobnym u¢inkom, ako
ma kortikosteron alebo aldosteron. Tuto
otazku sme riesili pokusom na kravach.
Expandovali sme im intravaskularny ob-
jem ECT infGiziou izoonkotického dextranu
vo fyziologickom roztoku. Pre vyber krav
ako experimentalnych zvierat bolo rozho-
dujtice, Ze maju vel’ky objem krvi a dé sa
jej odobrat’ na analyzu aj viac ako jeden
liter bez toho, aby sa ohrozila ich hemody-
namika a vyvolala by opa¢nu reakciu, te-
da retenciu sodika. Krv sme kravam odo-
brali pred a po expanzii objemu ECT. Na-
sledne sa deproteinovala trichloroctovou
kyselinou, precipitat sa zcentrifugoval a
nizkomolekularny supernatant sa extraho-
val diethyl éterom.

Ked’ sa tato nizkomolekularna frakcia
krvi, odobranej po expanzii objemu ECT
u krdv s vyraznou natriurézou, injikovala
i.v. hydratovanym potkanom v davke
0.2 ml., zvysila u nich vylu¢ovanie sodika
aj moca, ako aj tubularnu rejeként frakciu
sodika. Ten isty objem nizkomolekularnej

Intaktna incrvacia

RECIPIENT

. lem

DOMNOR

Obr. 2: Schéma skrizenej cirkuldcie u psov v pokuse Lichardusa a Pearcea. Oblicka recipienta, izolovand in situ od
viastného krvného obehu, bola perfundovanad konstantnym tlakom krvou darcu (RTK=rendlny tlak krvi), udrziavanym
pomocou svorky na arteridlnej vetve spojenia (S). Dalej bola kontrolovand konstantnost prietoku kivi perfundovanou
oblickou (RPK=rendlny prietok krvi) a venozna krv z perfudovanej oblicky bola vracana do kardiovaskularneho riecista

donora pomocou pumpy (P). (Lichardus, Kovacs 1997)



Obr: 3: Pokus so skrizenou cirkuldciou medzi dvomi psami na Dept. of Physiology, Univ. of Alberta, Edmonton v r. 1964.

Za vrcholom stola je prof. James W. Pearce, dalej dvaja technici a autor tohoto clanku.

frakcie, odobranej kravam pred expanziou
objemu ECT, ked’ nemali natriurézu, ne-
zvysil u potkanov ani vylucovanie moca
ani sodika (obr. 5.)

Na zéaklade tychto vysledkov sme po-
vazovali za vel'mi pravdepodobné, ze nat-
riuretickym signalom pocas zvicsenia ob-
jemu ECT je aktivna natriureticka latka -
novy hormoén regulujuci vylucovanie so-
dika oblickami (Lichardus et al., 1968).

Co nasledovalo po ziskani biologickej
evidencie pre existenciu natriuretického
horménu?

Uvedieme to uz len v skratke. Dalsi vy-
skum existencie natriuretického horménu
viedol k dvom vel’kym objavom:

1) k objavu endogennych digitalisu po-
dobnych latok a 2) atrialnych natriuretic-
kych peptidov.

Objav digitalisu podobnych
latok

Aka bola cesta od vyskumu natriuretické-
ho hormoénu k objavu digitalisu podob-
nych latok?

Prakticky vSetky bunky u vyssich zi-
vocisnych druhov maju receptory na kar-
dialne steroidy. Su na ubikvitarnych ,,so-
dikovych pumpach®, alebo, inymi slova-
mi, na trasportnom enzyme Na-K-ATPaze,
ktora aktivne transportuje sodik z buniek.
Sodikova pumpa je jedinym znamym re-
ceptorom pre exogenné kardialne glykozi-
dy, digoxin a ouabain. Je tazké uverit, Ze
by sa tento tak rozsireny receptor vyvinul

len preto, aby sa mohli jedneho dila kardi-
aci liecit digitalisom.

Tato dilema viedla k Spekulacii, ¢i nee-
xistuje endogenny ligand na tieto recepto-
ry. Laureat Nobelovej ceny Albert Szent-
Gyorgy v roku 1953, vyslovil hypotézu,
skor na empirickej ako na experimentalnej
baze, ze kardidlne glykozidy nie st farma-

ka, ale skor predstavuji chybajucu skrut-
ku v nasej telesnej aparature, ktora ma za-
sadnu ulohu v zakladnych fyziologickych
regulaciach. Nemusime byt preto prekva-
peni, ak najdeme digitalisu - podobné lat-
ky v ktorejkol'vek bunke.

Ked’ sa potom vo vyskume natriuretic-
kého hormonu zistilo, Ze parcialne purifi-
kované natriuretické latky z krvi alebo
z moca inhibuju aktivitu transportného
enzymu Na-K-ATPazy (Kramer, Gonick
1974), urobilo sa skratové vysvetlenie, ze
natriureticky hormén by méhol byt tym
endogennym ligandom sodikovej pumpy
a teda digitalisu podobnou latkou (Gruber,
Buckalew 1980). To sa vsak ku vSobecnej
spokojnosti jednoznac¢ne nepotvrdilo
a pracuje sa na tomto probléme d’alej.
Podstatné vsak je, ze endogenné digitali-
su podobné latky boli objavené a zistili sa
aj ich klinické désledky pri liecbe kardial-
nymi glykozidmi. Ak ma totiz pacient zvy-
Sené hladiny endogennych digitalisu po-
dobnych latok, treba exogenné kardialne
glykozidy opatrne davkovat'.

Objav endogennych digitaisu-podob-
nych latok je analogicky objavu endogen-
nych morfinu podobnych latok - endorfi-
nov.
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Obr. 4: Reakcia donora-darcu a recipienta-prijemcu na expanziu krvného objemu donora umelou krvou v pokuse so
skrizenou cirkuldciou u psov. Priemerné hodnoty + 0 (n=8) z 30. az 80. min pokusu su vyjadrené v percentdach prirastku
oproti predinfiiznym hodnotam z 10. a 20. min.pokusu. Cierne trojuholmiky vyjadrujii Statisticky vyznamné zmeny pri
P <0,05 a nizsom (Studentov t- test; V=vylucovanie moca, UNaV=vylucovanie sodika; ERPP=efektivny rendlny prietok
plazmy; RPK=renalny prietok krvi; GF=glomerularna filtracia) (Lichardus, Pearce 1966).

Labor Aktuell 04/05 11




Objav atrialnych
natriuretickych peptidov

Druhym a hlavanym vel'kym produktom
vyskumu nétriuretického horménu bol

v roku 1981 objav atridlnych natriuretic-
kych peptidov. Predchadzal mu tiez biolo-
gicky pokus. Adolfo DeBold este v roku
1957 (vid DeBold et al., 1981) pocas §tu-
dijného pobytu v Parizi, publikoval histo-
logicku studiu, v ktorej popisal v myocy-
toch srdcovych predsieni granula podob-
né takym, aké sa nachadzaji v endokrin-
nych organoch, produkujucich peptidové
hormony. Tato praca nevzbudila pozor-
nost’ fyziologov. DeBold sa k nej vratil
sdm - po 24 rokoch - lebo ako kardiolog
bol informovany o nahanacke za natriure-
tickym hormonom, ktory stale odolaval
definitivnej identifikacii.

S profesorom Haraldom Sonnenber-
gom, v Toronte, predsiene laboratornych
potkanov zhomogenizovali a extrakt inji-
kovali potkanom. A cesta k vel’kému obja-
vu bola otvorend, lebo potkany po injekcii
extraktu predsieniového homogenatu za-
cali profiizne mocit, vylucili vel'a sodika
a klesol im krvny tlak. Popisané granula,
ako sa neskor ukazalo, predstavovali no-
vy peptidovy hormon. Publikovanie toho-
to objavu im udajne odmietli v Journal of
Clinical Investigation, ale ju potom akcep-
tovali v Life Sciences (DeBold et al.,

1981).

Do tej doby tloha srdca v regulacii
objemu telesnych tekutin bola chapana
len ako sidlo volumovych receptorov, kto-
ré deteguju objem cirkulujucej krvi na
baze rozpinania - stretchingu srdcovych
predsieni.

Na obr. 6 je demonstrované postupné
zvéacSovanie krvného objemu v nizkotla-
kovej Casti kardiovaskularneho systému
v hrudniku u stojaceho ¢loveka (A), po
ponoreni vstoje najprv po pas (B) a po-
tom po krk (C) do termoneutralnej vody.
Nasledkom postupného obmedzovania
gravitacie sa krv redistribuje do najrozt’az-
livejsich partii cievneho systému - do cen-
tralneho krvného rieciska v hrudniku, do
velkych zil, srdcovych predsieni a do
plic, ktoré rozpina. Simuluje to, ako sme
uz uviedli vyssie, zvaésenie celkového
objemu krvi, lebo to isté sa stane napr. po
transfuzii, teda po celkovom zvaéseni ob-
jemu krvi. Signal z volumovych recepto-
rov o zvacsSeni srdcovych predsieni vedu
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Extrakt krvi po expanzii

Extrakt krvi pred expanziou

Obr: 5.: Statistické vyhodnotenie vysledkov z testovania nizkomolekuldrnej frakcie kivi krav na hydratovanych potkanoch.
Potkany, ktorym sa aplikoval extrakt krvi krdav s natriurézou, vyvolanou expanziou ECT, zvysili signifikantne tak
vylucovanie sodika (UNaV), ako aj tubuldrnu rejekcni frakciu sodika (TRFNa) a nasledne aj vylucovanie moca.

Na rozdiel od ucinku extraktu krvi od krav s natriurézou, vylucovanie moca, sodika a tubularna rejekcna frakcia
u potkanov, ktorym sa aplikoval extrakt krvi odobratej kravam pred expanziou, nesignifikantne kleslo, inymi slovami,

v podstate sa nezmenilo.

aferentné drahy nn.vagi (n. X) do mozgu
a odtial’ vedie eferentny signal k oblickam,
ktory zvysi vylucovanie sodika a vody,
tedy moca. Eferentny signal je tvoreny
znizenou sekréciou antidiuretického hor-
moénu (ADH), ¢o je podnet na zvySenie
vyluéovania vody. Predpokladalo sa, ze
nie dost’ jasny eferentny signal (NH- na-
triureticky hormdon?) zvysi aj vyluCovanie
sodika. Tento reflex objavili Henry a Gauer

anesie ich mena-Henry-Gauerov reflex
(obr. 7.; Henry et al., 1956).

Revoluénym objavom bolo DeBoldo-
vo a Sonnenbergovo zistenie, ze atria nie
st len miestom receptorov objemu cirku-
lujucej krvi, ale Ze su aj zdrojom natriure-
tického efektoru, lebo ako sa rychlo doka-
zalo, v atriach sa tvoria atridlne natriure-
tické peptidy (ANP), ktoré su eferentnym
natriuretickym signalom pre oblicku, na

-
{ )

P

Obr. 6: Redistribuicia krvného objemu do krvného riecista v hrudniku pocas imerzie probanda do termoneutralnej vody.

Popis obrdzku je v texte.



Obr. 7.: Henry - Gauerov reflex. Popis schémy je v texte.

zvySenie vylu¢ovanie sodika a sekundar-
ne aj vody. Od tej doby sa srdce definitiv-
ne zaradilo medzi organy s vyznamnou
endokrinnou funkciou. (obr. 7; DeBold et
al., 1981).

Obrovské vyskumné usilie viedlo po-
tom behom troch rokov k izolacii a synté-
ze atridlnych peptidov. Dokéazalo, Ze nie su
inibitormi sodikovej pumpy, a hlavne, ze
su regulatormi krvného tlaku.

Z hladiska regulacie objemu ECT je
zaber ucinkov natriuretickych peptidov
fascinujuci. Je to hormon, resp. st to hor-
mony, ktoré na podnet vyvolany zvyse-
nym ven6znym navratom v dosledku

zvacsenia objemu ECT zvySuju vyluéova-
nie sodika a vody, teda moca, potlacaju
sekréciu reninu a aldosterénu, zniZuju se-
kréciu antidiuretickeho horménu a korti-
kotropinu, znizuji chut’ na sol’ a potlacaju
sméd, znizuju aktivitu sympatika, sposo-
buju perifernt vazodilataciu a zvysuju ka-
pilarnu permeabilitu a tak filtraciu do ex-
travazalneho priestoru s koneénym vy-
sledkom homeostatického znizenia obje-
muECT.

Zaver

Napriek dlhodobej kritike koncepcie exis-
tencie natriuretického horménu mnohymi
velkymi laboratdriami, ktorym sa nedarilo
hormon rychlo izolovat’ v Sest’'desiatich
a sedemdesiatich rokoch, vratane girov

Obr. 8: Titulné strany zbornikov z dvoch medzindrodnych
sympozii o natriuretickych hormonoch v Kongresovom
centre SAV v Smoleniciach a v Bratislave. Sympozium
v Smoleniciach v roku 1969 bolo vébec prvym vo svete na
tito tému (Cort, Lichardus 1970).

Sympozium v Bratislave v roku 1980 bolo prvym, kde sa
hovorilo o endogennych digoxinu podobnych ldatkach
a poslednym, kde sa eSte nehovorilo o dtridlnych natriure-
tickych peptidoch (Lichardus a spol., 1980).

z Bethesdy, originalna hypotéza sa nako-
niec ukazala ako schodny smer pre mimo-
riadne produktivny zakladny i klinicky vy-
skum s impaktom na pokrok diagnostiky
aiterapie zavaznych ochoreni, najma kar-
diovaskularneho a renalneho systému.
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Novy PCR test dovoli identifikovat virus

béhem nékolika hodin

Z tesné spoluprdce védcii z Roche Dia-
gnostics a TIB MOLBIOL (Berlin, Néemec-
ko) vznikl test k pritkazu pritomnosti vi-
ru H5NI zalozeny na technologii PCR
(polymerase chain reaction, polymerazo-
vé retezove reakce) urceny pro vyuziti ve
veédeckych a veterindarnich laboratorich.
PCR test pro detekci ptaci chripky
bude fungovat na analyzdtorech Light
Cycler spolecnosti Roche Diagnostics.
Tyto analyzatory jsou v laboratorich bez-
né dostupné. Princip testii zaloZzenych na

PCR technologii umoznuje v odebraném
biologickém materialu detekci tseku ge-
netického kodu samotného viru. Staci i
Jeden jediny usek (sekvence), ktery je po-
moci PCR reakce pomnozZen na mnozstvi,
jez lze detekovat. To znamend, ze ndkazu
miizeme rozpoznat ve velmi krdtké dobé
po jejim vzniku, nikoliv az po vytvoreni
dostatecného mnozstvi protilatek v tele
nakazeného organismu. Vétsina dnes
bezné pouzivanych laboratornich testi
vyuzivda prave detekci protilatek, které se

HS5N1

vSak v organismu tvori nékolik dni az
tydnii.

,, Iento novy test umozni vedciim rych-
le identifikovat virus H5N1 u ptakii
a sledovat vyvoj potencialni pandemie
ptaci chripky. To by mohlo umoznit ura-
dum a zdravotnikum ziskat informace po-
trebné k zavedeni prislusnych opatreni
mnohem drive a omezit tak dopady tako-
veho vyvoje, “ Fika Heino von Prondzyn-
ski, vykonny reditel Roche Diagnostics
a clen predstavenstva Roche Group.
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