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Wykaz skrotow

1K1C- nadci$nienie naczyniowo-nerkowe (tzw. model Goldblatta, ang. one-kidney, one-clip
Goldblatt hypertension)

2K1C - nadcis$nienie naczyniowo-nerkowe (tzw. model Goldblatta, ang. two-kidney, one-clip
Goldblatt hypertension)

ACE, ACE1 - enzym konwertujacy angiotensyne 1 (ang. Angiotensin-Converting Enzyme)
ACE?2 — enzym konwertujacy angiotensyng 2 (ang. Angiotensin-Converting Enzyme)

ACEi - inhibitory konwertazy angiotensyny (ang. angiotensin-converting-enzyme inhibitors)
ADHD — model zespohu nadpobudliwos$ci psychoruchowej z deficytem uwagi

(ang. Attention Deficit Hyperactivity Disorder)

Ang — angiotensyna

Ang | —angiotensyna | (ang. Angiotensin I)

Ang Il —angiotensyna Il (ang. Angiotensin II)

ANP — przedsionkowy peptyd natriuretyczny (ang. atrial natriuretic peptide)

ANT — antagonista

AP — aminopeptydaza (ang. aminopeptidase)

AT,, ATiR —receptory typu 1 dla angiotensyny Il (ang. Angiotensin Il Type 1 Receptor)
AT,, AT,R — receptory typu 2 dla angiotensyny Il (ang. Angiotensin Il Type 1 Receptor)

Bk — bradykinina (ang. bradykinin)

C — grupa kontrolna otrzymujgca rozpuszczalnik chymostatyny (ang. control)

CBF — korowy przeptyw krwi (ang. Cortical Blood Flow)

CH — chymostatyna

DAG - diacyloglicerol (ang. diacyloglicerol)

DMSO - dimetylosulfotlenek (ang. dimethyl sulfoxide)

ELISA — test immunoenzymatyczny (ang. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

FF — dipeptyd: Fenyloalanina-Fenyloalanina (Phe-Phe)

GFR — filtracja klebuszkowa (ang. Glomerular Filtration Rate)

HDL — lipoproteina wysokiej gestosci (HDL, ang. high-density lipoprotein)

HR — czestos¢ skurczow serca/ tetno (ang. Heart Rate)

HS — dieta wysokosodowa (ang. High Salt)

IBF — przeptyw krwi przez tetnice biodrowa (ang. iliac blood flow) — obszar krazenia w konczynie
tylnej

IKW — tripeptyd: 1zoleucyna-Lizyna-Tryptofan (Ile-Lys-Trp)




IM — rdzen wewngtrzny nerki (ang. Inner Medulla)

IMBF — przeptyw krwi przez rdzen wewnetrzny nerki (ang. Inner Medullary Blood Flow)
IP3 — trifosforan inozytolu (ang. inositol trisphosphate)

IPP — tripeptyd: 1zoleucyna-Prolina-Prolina (lle-Pro-Pro)

I'Y — dipeptyd: 1zoleucyna-Tyrozyna (lle-Tyr)

IVR — opdr naczyniowy w krazeniu tylnej konczyny (ang. iliac vascular resistance)
MABP — érednie ci$nienie t¢tnicze krwi (ang. Mean Arteria Blood Pressure)

MMP — metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej (ang. Matrix Metalloproteinases)
MMP-9 — prozelatynaza B (ang. matrix metallopeptidase 9)

MRW - tripeptyd: Metionina-Arginina-Tryptofan (Met-Arg-Trp)

MRWD - tetrapeptyd: Metionina-Arginina-Tryptofan-Kwas asparaginowy
(Met-Arg-Trp-Asp)

NADPH — forma zredukowana fosforanu dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego

NO - tlenek azotu

NOS, eNOS, iNOS, nNOS - syntaza tlenku azotu: endotelialna, indukowana, neuronalna
(ang. Nitric Oxide Synthase — endothelial, induced, neuronal)

LAP — tripeptyd: Leucyna-Alanina-Prolina (Leu-Ala-Pro)

LKP — tripeptyd: Leucyna-Lizyna-Prolina (Leu-Lys-Pro)

LKPNM — pentapeptyt: Leucyna-Lizyna-Prolina-Kwas asparaginowy-Metionina
(Leu-Lys-Pro-Asp-Met)

OM - rdzen zewnetrzny nerki (ang. Outer Medulla)

OMBF — przeptyw krwi przez rdzen zewnetrzny nerki (ang. Outer Medullary Blood Flow)
PBS - s6l fizjologiczna zbuforowana fosforanami (ang. Phosphate Buffered Saline)

PX — stgzenie substancji x w osoczu (ang. Plasma)

PU — jednostki perfuzji (ang. Perfusion Unit)

RAAS — uklad renina-angiotensyna-aldosteron (ang. renin-angiotensin-aldosterone system)
RBF — catkowity przeptyw krwi przez nerke¢ (ang. Renal Blood Flow)

RIY — tripeptyd: Arginina-1zoleucyna-Tyrozyna (Arg-lle-Tyr)

ROS - reaktywne formy tlenu (ang. Reactive Oxygen Species)

RVR — nerkowy opdr naczyniowy (ang. renal vascular resistance)

S — 50l fizjologiczna (ang. saline)

SBP — skurczowe ci$nienie krwi tetniczej (ang. Systolic Blood Pressure)

SEM - blad standardowy $redniej (ang. Standard Error of the Mean)

SH — grupa sulfhydrylowa (ang. Sulfhydryl Group)

SHR — szczury spontanicznie rozwijajace nadcisnienie (ang. Spontaneously Hypertensive Rats)




SHR 7 — szczury spontanicznie rozwijajace nadci$nienie w fazie rozwijania nadcis$nienia,
7-tygodniowe mlode (ang. Spontaneously Hypertensive Rats)

SHR 16 — szczury spontanicznie rozwijajace nadci$nienie w fazie utrwalonego nadci$nienia,
16-tygodniowe szczury (ang. Spontaneously Hypertensive Rats)

SHR-ALR — szczury spontanicznie rozwijajace nadci$nienie podatne na miazdzyce
(ang. Spontaneously hypertensive arteriolipidosis-prone rats)

SHR-MIR — szczury spontanicznie rozwijajace nadci$nienie podatne na chorob¢ niedokrwienng
serca (ang. Spontaneously Hypertensive Multiple smooth muscle microRNA rats)

SHR-SP — szczury spontanicznie rozwijajace nadcisnienie podatne na udar mézgu

(ang. Spontaneously Hypertensive Stroke Prone Rat)

SPE — kolumny ekstrakcyjne do oczyszczania substancji (ang. solid phase extraction)

STD — dieta standardowa

TFA — kwas trifluorooctowy

TGF-p — transformujgcy czynnik wzrostu typu B (ang. Transforming Growth Factor /)

TGF-B1 — transformujacy czynnik wzrostu-p1 (ang. Transforming Growth Factor 1)

UNaV — tempo wydalania sodu z moczem

UNX HS — szczury z nadci$nieniem sodozaleznym utrzymywane na diecie wysokosodowe;j
(ang. uninephrectomised rats maintained on high sodium diet)

UKV - tempo wydalania potasu z moczem

UxV — tempo wydalania substancji x z moczem

UX — stezenie substancji x w moczu (ang. Urea)

WKY - szczury Wistar Kyoto (ang. Wistar Kyoto rats)

V/g — diureza minutowa w przeliczeniu na gram nerki

VEGF-A — czynnik wzrostu $rdédbtonka naczyn typu A

(ang. Vascular Endothelial Growth Factor A)

VLIVP — pentapeptyd: Walina-Leucyna-1zoleucyna-Walina-Prolina (Val-Leu-lle-Val-Pro)

VPP — tripeptyd: Walina- Prolina-Prolina (Val-Pro-Pro)

VW — dipeptyd: Walina-Tryptofan (Val-Trp)

VWV - tripeptyd: Walina-Tryptofan-Walina (Val-Trp-Val)

YLAGNQ - sekstapeptyd: Tyrozyna-Leucyna-Alanina-Glicyna-Kwas asparaginowy-Glutamina
(Tyr-Leu-Ala-Gly-Asp-GIn)
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Streszczenie

Nadci$nienie jest przyczyng wielu choréb ukladu krazenia, takich jak udar czy zawatl serca,
prowadzacych w wysokim procencie przypadkéw do $mierci pacjentow - szczeg6lnie
w spoleczenstwach wysokorozwinigtych. Z uwagi na duze rozpowszechnienie nadci$nienia jest to
choroba o charakterze spotecznym, dajaca niejednoznaczne objawy kliniczne.

Wiadomo, ze podwyzszony poziom naczyniokurczacej angiotensyny Il (Ang II) jest czgsto
przyczyna nadci$nienia a blokowanie enzymu konwertujgcego (ACE), odpowiedzialnego za
powstawanie tego hormonu jest powszechnie stosowane w terapii nadci$nienia. Niestety czgsto taka
blokada syntezy Ang II okazuje si¢ niekompletna lub obserwuje si¢ tzw. ,ucieczke” spod
stosowanego leczenia, co sugeruje istnienie alternatywnych do ACE szlakow syntezy Ang 1.

Obecnie wiadomo, ze w wielu tkankach istnieje kompletna ,,maszyneria” biochemiczna
umozliwiajaca lokalng produkcje Ang II, nawet pod nieobecnos¢ ACE. Enzymy wrazliwe na
chymostatyne (chymaza i/lub elastaza-2) okazuja si¢ bardzo waznym elementem
odpowiedzialnym za lokalng syntez¢ Ang Il niezaleznie od ACE, a ich rola wzrasta dopiero
w takich patologicznych stanach jak niedokrwienie czy stres oksydacyjny, ktore towarzyszg
rozwijajacemu si¢ nadci$nieniu. Z tego wzgledu enzymy te staja si¢ potencjalnym miejscem
uchwytu dla poszukiwan nowych strategii w terapii nadcisnienia.

Celem pracy bylo polaczenie precyzyjnych technik pomiarowych parametrow
fizjologicznych z oznaczeniem parametréw biochemicznych (poziom Ang II w tkankach i osoczu),
co umozliwilo szersze spojrzenie na role chymazy i innych enzyméw wrazliwych na chymostatyneg
w rozwoju nadci$nienia tgtniczego w réznych modelach nadci$nienia u szczura. Po raz pierwszy
okreslono takze in vivo udziat tych enzymoéw w powstawaniu Ang II w tkankach oraz w 0soczu.
Dodatkowo, sprawdzenie in vivo efektow jednoczesnego blokowania ogdlnoustrojowego uktadu
renina-angiotensyna-aldosteron (RAAS) oraz tkankowych uktadow lokalnych na ci$nienie tetnicze
krwi 1 funkcje nerek w szczurzym modelu nadci$nienia o podlozu genetycznym (SHR) pozwolito
na okreslenie udzialu enzymow wrazliwych na chymostatyne w syntezie Ang II wzglgdem ACE.

Ostatnim etapem pracy bylo sprawdzenie roli peptydow pochodzacych z biatek zapasowych
(napin i krucyferyn) z nasion rzepaku o potencjalnym hipotensyjnym dziataniu na uktad krazenia
1 wydalanie nerkowe w genetycznym modelu nadci$nienia (SHR). Poniewaz w badaniach Marczak
1 wsp. (2003) stwierdzono wieksza hipotensyjng skuteczno$¢ tych peptyddéw u starych szczuréw
SHR, u ktérych inhibitory ACE s3 zdecydowanie mniej efektywne, wysunieto przypuszczenie,
Ze moga one mie¢ istotne znaczenie dla regulacji ci$nienia tetniczego krwi u tych zwierzat poprzez

wplyw na szlaki syntezy Ang II alternatywne wobec ACE (lokalne szlaki RAAS).
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Przeprowadzone przeze mnie badania in vivo sg jednymi z nielicznych prac, ktore wskazuja
na role lokalnych RAAS w kontroli ci$nienia tetniczego krwi, hemodynamiki i wydalania
nerkowego w réznych typach nadci$nienia. Zdecydowana wigkszo$¢ istniejagcych doniesien dotyczy
badan w uktadzie in vitro.

W doswiadczeniach ostrych przeprowadzonych w narkozie wykorzystano nastepujace
modele nadci$nienia: sodozalezny (UNX HS), naczyniowo-nerkowy (tzw. model Goldblatta,
2K1C) oraz genetyczny model nadci$nienia w dwoch fazach rozwoju choroby (7-tygodniowe
szczury w fazie rozwoju nadci$nienia, SHR 7 oraz 16-tygodniowe zwierzeta z utrwalonym
nadcisnieniem, SHR 16). W zaleznosci od grupy eksperymentalnej zwierzetom podawano w infuzji
dozylnej r6zne sybstancje: chymostatyne (inhibitor chymazy i elastazy 2) lub jej rozpuszczalnik,
kaptopryl (inhibitor ACE) na tle chymostatyny lub wybrane peptydy o potencjalnym hipotensyjnym
dzialaniu. W trakcie prowadzonych doswiadczen zwierzetom mierzono: ci$nienie tetnicze krwi,
czesto$¢ skurczow serca a takze parametry hemodynamiczne oraz wydalnicze nerki.
Po zakonczonych doswiadczeniach zwierzgtom pobierano krew oraz narzady (nerka, serce, aorta)
w celu zmierzenia stezenia Ang II.

Zaobserwowane roznice pomigdzy poszczegdlnymi modelami nadci$nienia sugeruja,
ze charakter zmian hemodynamiki i wydalania nerkowego oraz mechanizmy ksztaltowania
ci$nienia krwi tetniczej sg rozne w kazdym typie badanego nadci$nienia i w kazdym z opisanych
modeli w odmiennym stopniu zaznacza si¢ wplyw enzymoOw wrazliwych na chymostatyne,
tj. chymazy lub/i elastazy-2.

Otrzymane wyniki wskazujg na istotng rol¢ alternatywnego, ACE-niezaleznego szlaku
syntezy Ang Il szczegdlnie w modelu nadci$nienia o podlozu genetycznym, u szczurow SHR
z rozwinietym nadci$nieniem w ksztaltowaniu ci$nienia tetniczego krwi, co w literaturze bylo jedna
z najbardziej spornych kwestii odnosnie roli lokalnych RAAS w réznych typach nadci$nienia.

Cho¢ u mlodszych, 7-tygodniowych SHR nie stwierdzono zmian w ci$nieniu t¢tniczym krwi
po zablokowaniu chymazy, to interesujace wydaje si¢ obserwowane utrzymanie na statym poziomie
przeptywu krwi przez tetnice nerkowa przy blokowaniu lokalnych RAAS tj. zapobieganie
uposledzenia perfuzji obserwowanej po podaniu samego rozpuszczalnika. W tej grupie
po zablokowaniu chymazy zmienit si¢ op6r na obwodzie ustroju u tych szczurow (obserwowany
wzrost IVR), podczas gdy ci$nienie krwi tetniczej utrzymane zostalo na stalym poziomie.
Te mechanizmy regulacji ci$nienia krwi, ktére widoczne byty u szczurow SHR 7, zostaly zaburzone
u starszych szczuréw SHR.

Poniewaz u szczuréw SHR 7 zablokowanie chymazy poprawia perfuzje nerki, chroniczne
podawanie chymostatyny teoretycznie mogloby w dluzszym czasie przyczynia¢ si¢ do ograniczenia

rozwoju nadci$nienia u tych zwierzat. Z drugiej strony, enzymy zalezne od chymostatyny wydaja
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si¢ mie¢ znaczenie protekcyjne dla prawidlowego ukrwienia innych obszaréw krazeniowych
u mlodych SHR, wiec ostateczne rozstrzygniecie ich roli w zapobieganiu rozwoju nadci$nienia
wymaga dalszych badan.

Nalezy podkresli¢, ze enzymy wrazliwe na chymostatyne petnig istotna role w syntezie
Ang II w osoczu 1/lub w tkankach w kazdym typie nadci$nienia.

Z drugiej strony chymaza czy inne wrazliwe na chymostatyn¢ enzymy konwertujace Ang I
nie wydajg si¢ mie¢ znaczacej roli w utrzymaniu hemodynamiki i wydalania nerkowego
w pozostalych przebadanych modelach nadci$nienia (UNX HS, 2KI1C) mimo, ze istotnie
przyczyniaja si¢ do zwigkszenia poziomu Ang Il zarowno w tkankach, jak 1 w osoczu. Mozna
przypuszczac, ze efekty czynno$ciowe nie ujawnity sig¢, poniewaz czas obserwacji w doswiadczeniu
ostrym byt zbyt krotki.

Poniewaz wigkszo$¢ obserwowanych efektow hamowania chymazy pojawiata sie
z opoOznieniem 1 utrzymywala do godziny po odstawieniu chymostatyny, w celu wykazania
fizjologicznego znaczenia chymazy w kontroli hemodynamiki i ci$nienia krwi uzasadnione wydaje
si¢ zastosowanie dlugotrwalego blokowania enzymow lokalnych szlakow syntezy Ang II
w doswiadczeniach przewlektych.

Najskuteczniejsze w obnizeniu ci$nienia tetniczego krwi okazato si¢ jednoczesne
blokowanie ogdlnoustrojowego i lokalnych szlakow konwersji Ang I u szczurow SHR w fazie
utrwalonego nadcis$nienia. Jednoczesne uzycie kaptoprylu (inhibitora ACE) i chymostatyny daje
lepsze efekty hipotensyjne u szczur6w SHR 16 niz uzycie samej chymostatyny.

Oba inhibitory (kaptopryl i chymostatyna) sg w stanie nie tylko obnizy¢ ci$nienie tetnicze
krwi u starszych szczuréw SHR w fazie utrwalonego nadci$nienia, ale réwniez skuteczniej niz
w przypadku samej chymostatyny obnizy¢ stezeniec Ang II w osoczu i tkankach, co potwierdza
istnienie lokalnych szlakow RAAS zaleznych od aktywnosci zarowno ACE jak i chymazy. Nalezy
podkresli¢, ze chymostatyna miata duzo wigkszy udziat w obnizeniu poziomu Ang II niz kaptopryl.

Nie stwierdzono istotnego wplywu peptydow z nasion rzepaku w ksztaltowaniu ci$nienia
tetniczego krwi, hemodynamiki i czynno$ci wydalniczej nerki u szczurow z nadci$nieniem
o podlozu genetycznym (szczury SHR). W przypadku prowadzonych przeze mnie krétkich (1h)
obserwacji peptydy podane w infuzji dozylnej nie daty oczekiwanych efektow. Wydaje sie,
7ze wskazane jest przeprowadzenie badan chronicznych z uzyciem opisanych peptydow
o potencjalnym hipotensyjnym dzialaniu z uwzglednieniem dozoladkowej drogi podania jak

w przypadku pracy Marczak i wsp., (2003).

Jak dotad uwazano, ze to wilasnie szlak syntezy Ang Il zalezny od ACE (ogdlnoustrojowy

RAAS) jest glownie zaangazowany w kontrole cisnienia tetniczego krwi, hemodynamike
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i czynno$¢ wydalnicza nerki. Jednocze$nie dane plynace z literatury wskazuja, ze efekt
hipotensyjny wywierany przez leki z grupy inhibitoréw konwertazy angiotensyny (ACEi) jest
niewystarczajacy i1 nie dochodzi do petnego zahamowania aktywnos$ci tkankowych uktadow RAAS.
Jak wykazaly nasze badania in vivo, jednoczesne blokowanie obu ukladéw RAAS, tych
zaleznych od aktywnosci ACE i enzymow wrazliwych na chymostatyne (tkankowe RAAS)

moze da¢ zdecydowanie lepsze wyniki w terapii nadciSnienia tetniczego.
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Abstract

Hypertension is the cause of many cardiovascular diseases, such as stroke or heart failure
leading to a high percentage of patients’ deaths, especially in highly developed countries. Because
of the high prevalence of hypertension, it is a disease of a social nature, which is known to be of
heterogeneous etiology and with multiple clinical symptoms.

It is well known, that elevated level of vasoconstrictor angiotensin Il (Ang I1) is often the
cause of hypertension, and inhibition of the converting enzyme (ACE), responsible for the
formation of this hormone, is commonly used in the treatment of hypertension. However, the
inhibition frequently proves incomplete, in spite of the use of high doses of ACE-blocking drugs.
Moreover, an “escape” from the applied treatment has been observed, which suggests existence of
ACE-independent Ang Il synthesis pathways.

A number of recent studies confirm that there are enzymes other than ACE which convert
Ang I into Ang II, and in multiple tissues a complete enzymatic “machinery” exists that enables
local production of Ang Il , even in absense of ACE. Chymostatin sensitive enzymes (as chymase
and/or elastase-2) convert Ang | to Ang Il through an ACE-independent pathway. Their role
increases under such pathological stage as ischemia or oxidative stress. Both ischaemia and
oxidative stress are established features of human hypertension. Therefore, these enzymes are
the target for searching new strategies in the treatment of hypertension and have potential
value in antihypertensive therapy.

The study combined precise measurements of physiological parameters with determination
of biochemical parameters (Ang Il level in tissues and plasma), this enabled us to take a look on the
role of chymase and other chymostatin sensitive enzymes in the development of hypertension in
various hypertension models in the rat. This is the first time when the in vivo role of these enzymes
in various hypertension models was determined. Additionally, the in vivo effects of simultaneous
blockade of systemic and tissue renin-angiotensin-aldosterone system (RAAS) on blood pressure
and renal function in genetic model of hypertension in spontaneously hypertensive rats (SHR) has
been established. Thus, we examined the exact role and the involvement (chymase vs. ACE) of
these two systems in Ang Il synthesis, both in plasma and tissues.

The last part of this study was the evaluation of the potential value of peptides from
rapeseeds (derived from napin and cruciferin) in antihypertensive treatment by determining their
effects on the cardiovascular system and renal excretion in the genetic model of hypertension
(SHR). Marczak et al. (2003) postulated that these peptides exhibit superior efficacy in lowering

blood pressure in old SHR rats in which ACE inhibitors are much less effective. These findings
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prompt us to undertake research on the role of chymase (tissue RAAS) in the development of
hypertension and, a most innovative aspect of the project, to explore the potential of the peptides
obtained from rapeseeds in reducing blood pressure. One of the most important aspect of this study
was the influence of these peptides on tissue RAAS blockade and their impact on cardiovascular
system and renal excretion in genetic model of hypertension (SHR).

The present in vivo experiments are one of the very few studies which indicate the role of
tissue RAAS in the control of blood pressure, renal haemodynamics and excretion in various types
of hypertension in rat. The majority of earlier studies were based on in vitro experiments.

We first plan to examine the role of chymase in the development of various forms of
hypertension. We performed acute experiments in rats under anaesthesia in following hypertension
models: sodium-dependent (UNX HS), renal artery stenosis-dependent (Goldblatt model, 2K1C)
and genetically determined in two different stages (SHR 7 in the developing stage and SHR 16 in
the established stage of hypertension). In order to verify the role of systemic and tissue RAAS in
hypertension, various drugs were administered intravenously: chymostatin, a commercially
available chymase blocker or its solvent, kaptopryl with chymostatin, and various peptides from
rapeeseds with a potential antihypertensive activity. During acute experiments blood pressure, heart
rates, haemodynamics parameters were measured and excretory function was determined. After the
experiments blood samples and various organs were taken to further analysis (Ang Il
determination).

The responses of blood pressure, kidney haemodynamics and renal excretory function
differed significantly between various models of rat hypertension. Chymase blockade decreased
blood pressure, suggesting an important regulatory role of the ACE-independent pathway in genetic
hypertension (SHR 16). This thesis is one of the most debatable issues in the current literature.

We did not observe changes in blood pressure in response to chymostatin administration in
younger, 7-week old SHR. Interestingly, chymostatin alone prevented the solvent-dependent
decrease in renal blood flow. Blockade of chymase alone significantly increased resistance in
hindlimb circulation (IVR), but there were no changes in blood pressure. Apparently, the
mechanisms responsible for regulation of renal haemodynamics and, in consequence, of blood
pressure, that were in action in SHR 7 were impaired in older rats in the established stage of genetic
hypertension (SHR 16).Because in SHR 7 chymase blockade improved renal perfusion, it would be
worthwhile to conduct experiments with chronic administration of chymostatin in these rats and
possibly detect some alleviation of hypertension. To verify this thesis further experiments are
required.

Thus, we found that chymostatin sensitive enzymes have the significant role in Ang 1l

synthesis in plasma and/or tissues in all tested models of hypertension.
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On the other hand, these enzymes seem to have only a minor role in the control of renal
haemodynamics and excretory function in UNX HS and 2K1C models, even though they are
responsible for Ang Il production, both in tissues and plasma, To investigate the direct role of these
enzymes in hypertension chronic experiments are required.

Combined inhibition of two different pathways of Ang Il synthesis induced substantial
decrease in mean arterial blood pressure (MABP) and preserved renal perfusion (RBF). The
combined treatment (chymostatin and captopril) resulted in better hypotensive effects in SHR 16 as
compared with chymostatin alone. Both inhibitors (chymostatin and captopril) also decreased Ang
Il level in plasma and tissues in SHR 16 more efficiently than did chymostatin alone. These results
suggest the influence of local RAAS (chymase and ACE cooperation) in maintaining blood pressure
and Ang Il synthesis in established stage of genetic hypertension (SHR 16).

Peptides from rapeeseds were shown to have a minor role in blood pressure control and they
did not affect haemodynamics and excretion in SHR, at least when given intravenously in acute
experiments.

It was often assumed that ACE-dependent pathway of Ang Il production (systemic RAAS)
is the system that affects mostly blood pressure control, haemodynamics and excretory function of
the kidney. Simultaneously, large body of studies confirm that ACE inhibitors are not as efficient in
their hypotensive effects as expected and that they cannot completely inhibit tissues RAAS activity.
As our in vivo study indicated, that chymostatin sensitive enzymes play a substantial role in
plasma and tissue regulation of Ang Il content, and combined inhibition of two different
pathways of Ang Il synthesis (systemic and tissue RAAS) could be much more efficient in the

treatment of hypertension.
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. Wstep

1. Rola ogélnoustrojowego ukladu renina-angiotensyna-aldosteron (RAAS)

w regulacji ciSnienia krwi i czynnosci nerek: fizjologia i patofizjologia

Czynno$¢ nerek ma zasadnicze znaczenie dla utrzymania statos$ci srodowiska wewngtrznego
organizmu i tym samym dla regulacji skfadu i objetosci ptyndw ustrojowych. Nerki nieustannie
modyfikuja objetos¢ oraz sktad wytwarzanego moczu usuwajgc nadmiar wody i reagujac na jej
niedobdr zatrzymaniem plyndw w organizmie oraz regulujac sktad substancji osmotycznie
czynnych w wydalanym moczu. Dwa aspekty czynno$ci nerek, jakimi sg czynnos¢ regulacyjna
I wydalnicza, majg zasadnicze znaczenie dla utrzymania homeostazy plynow ustrojowych,
odgrywajac tym samym kluczowa role w regulacji ciSnienia tetniczego krwi [Guyton 1991; Cowley
1992; Mitchel i Navar, 1995].

W nerkach znajduje si¢ szereg substancji wptywajacych na wewnatrznerkowe krazenie krwi,
natomiast kluczowym uktadem regulujacym przeptyw krwi zar6wno w krazeniu ogdlnym, jak
i lokalnie (w tym w krazeniu nerkowym) jest uktad renina-angiotensyna-aldosteron (RAAS, ang.
renin angiotensin-aldosterone system).

Uktad RAAS jest pierwszym odkrytym uktadem enzymatyczno-hormonalnym, a jego
poszczegbdlne elementy sg syntetyzowane w odrebnych tkankach organizmu pod wplywem
specyficznych czynnikow lokalnych [Grzeszczak 2007]. Uktad ten funkcjonuje jako catos¢ dzigki
wzajemnym zwigzkom opartym na sprzezeniach zwrotnych. W skitad ukfadu wchodzag trzy
zasadnicze elementy: renina, angiotensyna i aldosteron. Historia badan nad uktadem RAAS siega
konca XIX wieku. Jednym z waznych etapow poznawania mechanizméw zwigzanych z jego
funkcjonowaniem bylo opublikowanie w 1898 r. wynikow badan prof. Roberta Tigerstedta i jego
asystenta Pera Bergmana nad presyjnym wplywem na cisnienie tetnicze krwi wyciggdow z nerek
krolikow. Odkryto w ten sposob rening, wydzielang przez aparat przykigbuszkowy nerek [Marks
i Maxwell, 1979]. Podobne znaczenie miaty obserwacje Goldblatta z 1934 r., zwigzane
z doswiadczalnym nadcisnieniem tetniczym u psow [Goldblatt i wsp., 1934]. W nastepnych latach
wyjasniono wilasciwosci enzymatyczne 1 budowg reniny oraz peptydow angiotensynowych,
powstajacych w wyniku dzialania reniny i enzymu konwertujacego angiotensyn¢ I do jej aktywne;j
postaci — angiotensyny II (Ang II). Ta ostatnia nalezy do najwazniejszych regulatorow
wydzielania aldosteronu. W 1940 roku Braun-Menandez oraz Page i Holmes udowodnili, ze pod
wplywem reniny powstaja peptydowe zwiazki presyjne, za§ w roku 1956 Skeggs opisat sekwencje
angiotensyny Il [cytowano wg Phillips i Schmidt-Ott, 1999].
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Glowng rolg uktadu RAAS jest regulacja poziomu cisnienia tetniczego krwi przez
obkurczanie naczyn krwionosnych i fizjologiczna regulacja gospodarki wodno-elektrolitowej
poprzez wptyw na objetos¢ krazacej krwi na drodze regulacji retencji wody oraz jonéw sodu
I potasu. Tym samym uktad RAAS wplywa zarowno bezposrednio jak i posrednio na wartos¢
ci$nienia krwi. Dzialajac poprzez naczyniokurczaca angiotensyne II (Ang II), uktad RAAS
bezposrednio reguluje przeptyw krwi w naczyniach, odpowiada za wzrost oporéw obwodowych
I cisnienia tetniczego krwi. Natomiast posredni wptyw na ci$nienie krwi wywierajg zarowno Ang I1
jak 1 pobudzany przez nig aldosteron. Oba czynniki stymuluja kanalikowy transport sodu,
przyczyniajac si¢ do wzrostu objetosci ptynéw ustrojowych. Aldosteron pobudza proces zarowno
resorpcji sodu jak i wydzielania potasu przyczyniajac si¢ do podwyzszenia stezenia jonéw sodu
W 0S0CzU i Wzrostu cCi$nienia tetniczego krwi.

Zwigkszona aktywnos¢ obu wymienionych hormonéw to bardzo czgsto przyczyna
a jednocze$nie wyrazny objaw rozwijajacego si¢ nadci$nienia te¢tniczego. Poniewaz glownym
efektem pobudzenia uktadu RAAS jest przede wszystkim wzrost cisnienia tetniczego krwi,
poszczegolne sktadowe tego uktadu sg punktem uchwytu w leczeniu nadcisnienia tetniczego.
Lekami znoszacymi efekty pobudzenia ukladu RAAS sa m.in.: inhibitory konwertazy angiotensyny,
antagonisci receptoréw angiotensynowych i blokery receptora aldosteronowego [Donoghue i wsp.,
2000; Kobori i wsp., 2007]. Cho¢ wyzej wspomniane leki, wplywajace na aktywnos¢ RAAS,
posiadaja ugruntowane miejsce w terapii nadcisnienia tetniczego, nadal nie poznano wszystkich
aspektow dziatania tego ztozonego i zréznicowanego uktadu [Kobori i wsp., 2007].

Nowe badania i odkrywanie kolejnych sktadowych ukladu ujawniajg nieznane ogniwa
i duzg ztozonos¢ funkcjonowania uktadu RAAS [Tipnis i wsp., 2000, Vickers i wsp., 2002].
Dodatkowo, sprawe komplikuje fakt, ze obok uktadu RAAS dzialajacego ogo6lnoustrojowo istniejg
takze jego odpowiedniki lokalne, dziatajace w takich tkankach jak moézg, serce, $ciany naczyn
krwionosnych czy tez nerki [De Mello i wsp., 2011; Qian i wsp., 2013].

1.1.Renina i regulacja jej stezenia we krwi

Uklad RAAS jest ukladem enzymatyczno-hormonalnym, w ktéorym kluczowa rolg
w inicjowaniu calej kaskady reakcji pelni renina. Ta kwasna proteaza aspartylowa (enzym
polipeptydowy z reszta kwasu asparginowego w miejscu aktywnym), wytwarzana w komoérkach
ziarnistych aparatu przykigbuszkowego nerek prowadzi do powstania peptydow angiotensynowych
o szerokim spektrum dziatania biologicznego. Rening wyr6znia na tle innych enzyméw duzy
stopien selektywnos$ci w stosunku do substratu, ktorym jest powstajacy w watrobie a uwalniany do

osocza angiotensynogen. Na poczatkowym etapie syntezy reniny powstaje preprorenina jako
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glikoproteid, nastgpnie prorenina, ktéra pod wplywem enzymu kalikreiny ulega przeksztalceniu
w 406-aminokwasowg renin¢ ostateczng, a caly proces jej syntezy i uwalniania podlega Scistym
mechanizmom regulacji.
Glownym miejscem powstawania reniny krazacej we krwi sa komorki ziarniste aparatu
przyktebuszkowego nerek (warstwa $rodkowa $ciany tetniczek doprowadzajacych i w mniejszym
stopniu tetniczek odprowadzajacych). Komoérki ziarniste, inaczej nazywane komoérkami
przyklebuszkowymi, peinig rowniez rolg baroreceptora wewnatrznerkowego, ktory reaguje na
zmiany ci$nienia krwi w tetniczce doprowadzajacej. Liczba komoérek ziarnistych nie jest stata
i moze ulec zwigkszeniu w stanach zwigkszonego zapotrzebowania na rening lub w stanach
patologicznych jak np. w nadci$nieniu naczyniowo-nerkowym. Uwalniana do krwi renina dziata na
angiotensynogen 1 odszczepia od niego nieaktywny dekapeptyd angiotensyne I (Ang I). Ang I po
przejsciu przez pluca przeksztalcana jest w oktapeptyd, czyli Ang Il pod wplywem enzymu
konwertujacego (ACE, ang. Angiotensin Converting Enzyme, EC.3.4.15.1) umiejscowionego
w komorkach $rodblonka pluc. Wobec obfitosci w ustroju angiotensynogenu 1 enzymu
konwertujacego, ilos¢ krazacej Ang II jest glownie zalezna od wydzielania reniny w nerkach,
a o tempie tego procesu decyduja rézne czynniki pobudzajace 1 hamujace. Najwazniejsze czynniki
powodujgce wyrzut reniny to:
= zwiekszona aktywno$¢ uktadu wspoiczulnego: pobudzenie receptorow beta-adrenergicznych
zlokalizowanych w komoérkach aparatu przykigbuszkowego przez noradrenaling uwalniang
Z zakonczen wspotczulnych prowadzi do zwigkszenia wydzielania reniny;

= obnizone stezenie jonow sodu np. w wyniku przewodnienia organizmu (hiponatremia, czyli
obnizenie poziomu sodu we Krwi ponizej normalnego poziomu, u ludzi 135-145 mmol/l);

= zmniejszenie zawartosci sodu w komoérkach plamki gestej kanalika nerkowego (zmniejszenie
tempa transportu sodu ze $wiatla kanalika do komoérek plamki zwigzane ze zmniejszeniem
szybkos$ci przeptywu moczu przez kanalik nerkowy na poziomie komorek plamki gestej);

= obnizenie ci$nienia transmularnego w tetniczce doprowadzajacej (ponizej 90 mmHg)
w sasiedztwie komorek ziarnistych (udziat lokalnej regulacji przez te baroreceptory).

Komoérki przykigbuszkowe reaguja na bardzo niewielkie zmiany ci$nienia transmuralnego.
Obnizenie jego wartosci o 5 mm Hg powoduje dwukrotne zwigkszenie stezenia reniny w osoczu.
Pobudzenie tych komoérek umiejscowionych w tetniczce doprowadzajacej kilebuszka nerkowego
(zmiana aktywno$ci wydzielniczej komorek o wlasciwosciach barorecepcyjnych pod wptywem
rozciggnigcia tetniczki doprowadzajacej) w wyniku mniejszego rozciggania $cian tetniczki
doprowadzajacej na skutek spadku ci$nienia perfuzyjnego zwigksza wydzielanie reniny.

Uwaza si¢, ze ci$nienie perfuzyjne nerek (t.j. ciSnienie w tetnicy nerkowej) ponizej 60

mmHg jest niedostateczne 1 doprowadza do niedotlenienia nerki. ObniZzenie ci$nienia t¢tniczego
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w tetniczee doprowadzajacej ponizej 65 mmHg powoduje zwigkszenie st¢zenia reniny, natomiast
wzrost ci$nienia powoduje zahamowanie wydzielania reniny. Innym istotnym czynnikiem
wplywajacym na uwolnienie reniny jest pobudzenie chemoreceptorow plamki gestej kanalika
dalszego na skutek obnizonego stezenia jonéw Na® i CI" w moczu przeplywajacym przez ten
odcinek kanalika.

Powstajaca z angiotensynogenu angiotensyna I to prekursor dalszych angiotensyn
charakteryzujacych si¢ znacznym zréznicowaniem oraz odmienng aktywnoscig biologiczng. Godny
uwagi jest fakt, ze istnieje mozliwo$¢ przeksztatcania tych samych peptyddéw przez rozne enzymy,
zaroOwno dziatajace ogdlnoustrojowo (ACE) jak 1 lokalnie w tkankach (ACE, chymaza czy elastaza-
2) [Kunori 1 wsp., 2002, Solivan 1 wsp., 2002]. Nie ulega watpliwosci, ze aktywno$¢ tych enzymow
decyduje o ostatecznych efektach pobudzenia RAAS w poszczegdlnych narzadach i tkankach oraz

o charakterze ich oddziatywania na komorki (Rye.1.).
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Ryc. 1. Powstawanie najwazniejszych aktywnych angiotensyn

Powstawanie peptydow angiotensynowych 1 uczestniczagce w nich reakcje enzymatyczne:
Z biologicznie nieczynnej Ang | powstaje oktapeptyd, Ang 1-8 (Ang Il). Reakcja ta jest
katalizowana przez ACE, ktory dziata od strony reszty karboksylowej. Na Ang I moze takze
oddziatywa¢ aminopeptydaza A, ktoéra przeksztatca ja w Ang 2-10. Pod wptywem ACE2 z Ang |
lub Il powstaje heptapeptyd Ang (1-7). Z Ang I w wyniku dziatania aminopeptydaz powsta¢ moze
Ang 2-8 (Ang III). Ang III moze takze powsta¢ pod wptywem dziatania ACE na Ang 2-10. Z kolei
Ang 11T moze ule¢ przeksztalceniu pod wptywem aminopeptydazy B w Ang 3-8 (Ang V).

ACE - enzym konwertujacy angiotensyng, Ang — angiotensyna, ANT — antagonista, AP —
aminopeptydaza, ATxR — receptory angotensyny, Bk — bradykinina

(zrédlo: Januszewicz A, Januszewicz W, Ruzytto W. 2005. Inhibitory Konwertazy angiotensyny

w leczeniu chordb uktadu sercowo-naczyniowego. Krakow, wyd. I, strona 45)
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1.2. Szlak powstawania angiotensyny Il

Angiotensyna Il to jeden z najbardziej efektywnych regulatorow ci$nienia krwi. Poprzez
dziatanie kurczace na mig$niowke drobnych naczyn krwionosnych zwigksza opor naczyniowy
i podwyzsza ci$nienie tetnicze krwi. Peptyd ten reguluje réwniez homeostaze wodno-elektrolitowa
organizmu poprzez bezposredni udzial w nerkowym transporcie kanalikowym, wplywa takze
pobudzajaco na wspdtczulny uktad nerwowy oraz na biosynteze i wydzielanie aldosteronu z kory
nadnerczy
[Ploth, 1983].

Powszechnie uznaje si¢, ze w warunkach fizjologicznych konwertaza angiotensyny
(ACE, ang. angiotensin-converting enzyme, alternatywna nazwa enzymu — kininaza) katalizuje
przemian¢ Ang I w silnie naczyniokurczacg Ang I1. ACE jako enzym konwertujacy Ang I w Ang 11
jest nieswoisty i poza wspomniang funkcja unieczynnia takze bradykining. Synteza enzymu
konwertujacego, jednego z kluczowych enzymow ukiadu RAAS, zachodzi w wyniku ,.transkrypcji
genu (MIM 106180) znajdujacego si¢ na chromosomie 17 (17q23)” [cytowane wg Januszewicz
1 wsp., 2005]. Enzym konwertujacy jest dipeptydowa karboksypeptydaza zbudowang z dwdch
identycznych domen. Enzym ten odgrywa zasadniczg role nie tylko w przeksztalcaniu Ang I w 11,
ale rowniez Ang (2-10) w Ang III (Ryc. 1.). Powoduje rowniez dwuetapowa degradacje
bradykininy, a takze hydroliz¢ substancji P, neurokininy, enkefaliny i niektorych hormonow
peptydowych [Zhao i Xu, 2008].

Podwyzszony poziom Ang II czgsto towarzyszy chorobie nadci$nieniowej, a blokowanie
enzymu konwertujacego (ACE) jest powszechnie stosowanym elementem terapii nadci$nieniowe;.
ACE, bedacy metaloproteazg cynkowa, jest w stanie przeksztatca¢ zarowno Ang I w krazaca
we krwi Ang II jak rowniez angiotensyn¢ wytwarzang lokalnie w tkankach. Stad czynno$¢ nerek
regulowana jest przez Ang dopltywajace do nerek z krwia oraz przez hormony powstajace
w nerkach przy udziale tkankowego uktadu RAAS. ACE wystgpuje powszechnie w $cianie naczyn
(srédblonek, przydanka), w sercu, w mozgu, gruczotach wydzielania wewngtrznego (nadnercza,
jajniki, jadra), w $cianie przewodu pokarmowego (zotadek, jelita), w nerkach oraz w pojedynczych
komorkach takich jak fibroblasty czy makrofagi, ale jego obecnos$¢ stwierdzono takze w plynach
ustrojowych: w ptynie owodniowym, nasiennym i moczu. Czgsto jednak Ang II powstaje w ustroju
pomimo hamowania ACE, nawet jesli stosowane sa duze dawki jego inhibitorow (kaptopryl,
enalapryl czy ramipryl) [Unger i wsp., 2011].
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1.3. Fizjologiczne i patofizjologiczne znaczenie receptoréw angiotensyny II

Ang Il dziata poprzez aktywacje dwoch glownych typow receptorow: AT i AT, (ATiR,
AT;R, ang. Angiotensin Il Type 1 and 2 Receptor). Efekty pobudzenia tych dwoch typow receptorow
zalezg od stezenia samego peptydu, od liczby i powinowactwa jego receptorow a takze od zmian
stezenia elektrolitéw w Srodowisku zewnatrzkomorkowym czy tez od obecnosci zwigzkow
hamujacych lub  wspomagajacych  aktywacje tych samych szlakow przekaznictwa
wewnatrzkomoérkowego. Stwierdzono takze, ze sam peptyd (Ang I1) moze pobudzaé lub przeciwnie
wycisza¢ ekspresje swoich wlasnych receptoréw 1 wplywaé¢ na wydzielanie innych waznych
hormonow 1 cytokin, ktore mogg dodatkowo potegowac lub ostabia¢ dzialanie Ang II.

W warunkach fizjologicznych regulacja receptoréw umozliwia optymalne dostosowanie
funkcji komorki do aktualnych warunkéw. W stanach patologicznych dochodzi do zaburzenia
regulacji receptorow Ang II i ich nadmiernej lub — przeciwnie — niedostatecznej ekspresji, co moze
prowadzi¢ do powstawania i pogorszenia stanu 0sob cierpigcych na takie choroby jak nadci$nienie

tetnicze, niewydolno$¢ serca, cukrzyca i otylosc.

1.3.1. Regulacyjna rola, rozmieszczenie i mechanizm pobudzenia receptorow AT1

Receptory ATy (AT:R) wystepuja w wielu narzadach. ,,Gen receptora AT; znajduje si¢ na
chromosomie 3 w regionie q21-q25” [cytowane wg. Januszewicz i wsp., 2005], jego obecno$¢ wraz
z bialkiem receptorowym stwierdzono w $cianie naczyn (komoérki s$rodblonka, miocyty,
fibroblasty), w sercu (kardiomiocyty 1 fibroblasty), w nerkach (podocyty, komoérki mezangialne,
fibroblasty, komorki $cian kanalikow nerkowych 1 naczyn tetniczych), w phlucach (nablonek
oddechowy), w mézgu (neurony, komorki glejowe), w przewodzie pokarmowym, w watrobie oraz
w przysadce mozgowej, nadnerczach, jajnikach i jadrach. Obecno$¢ licznych AT1R stwierdzono w
uktadzie nerwowym autonomicznym, a zwlaszcza w jego cze$ci wspolczulnej (m.in. ciala
komoérkowe neurondéw przedzwojowych 1 pozazwojowych).

Pobudzenie AT;R uruchamia w komorce zar6wno szybkie reakcje, trwajace do kilkunastu
minut, jak 1 dlugotrwale, zwigzane z chronicznie zwigkszong ich stymulacja 1 zwigkszong
transkrypcja genu. Nadekspresja AT:R indukuje przebudowe tkanki mig$niowej serca, Scian naczyn
krwiono$nych a takze zwigksza naczyniokurczacg reakcje na Ang II [Lerman i wsp., 2005],
prowadzi takze do zwickszonej przepuszczalno$ci naczyn wlosowatych ktebuszkéw nerkowych dla
biatek, a w dalszej kolejnosci do zwldknienia kigbuszkdéw i uszkodzenia catej nerki.

Duzy wplyw na poznanie roli poszczegdlnych receptoréw Ang II miala synteza

selektywnych antagonistow. Wielu informacji dostarczyly badania dotyczace zwigzkéw
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blokujacych selektywnie AT1R, tzw. sartanéw (losartan, kandesartan, walsartan, irbesartan czy tez
olmesartan). Zwigzki te r6znig si¢ kinetyka dziatania, powinowactwem i zdolnos$cig przenikania
przez barier¢ krew-mozg, wszystkie jednak skutecznie sprawdzily si¢ jako podawane doustnie
inhibitory AT1R.

Szybkie dziatanie Ang II za posrednictwem receptorow AT

ATiR naleza do rodziny siedmiodomenowych bialek przezblonowych. Pomigdzy
zwigzaniem receptora z Ang Il a zaleznym od wapnia efektem naczyniozwezajacym w migsniu
gladkim $ciany naczyniowej wystepuje wiele zlozonych etapow przekazywania sygnalu w obrgbie
komorki (Ryc. 2.). Przylaczenie Ang Il wywotluje stymulacje fosfolipazy C, ktora przeksztalca
w procesie hydrolizy fosfolipidy polaczone z blong komorkowa, co prowadzi do uwolnienia
trifosforanu inozytolu (IP3) i diacyloglicerolu (DAG), dochodzi do mobilizacji wapnia
ze $rdédblonka naczyn. W ten sposob IP3 powstajacy z hydrolitycznego rozktadu fosfolipidow
inozytolowych [Berridge, 1983], dziatajac na swoje receptory w siateczce Srodplazmatycznej,
uwalnia z nich jony wapnia, ktére zapoczatkowuja procesy skurczu i zwigkszaja aktywno$¢ innych
biatek regulujacych procesy wewnatrzkomérkowe. DAG z kolei aktywuje kinazg biatkowa C, ktora
w procesie fosforylacji przenosi grupe fosforanowa z ATP do biatka docelowego
[Nishizuka, 1984].

Ang II nasila takze aktywacj¢ zaleznych od napigcia kanalow wapniowych, czyli utatwia
pozostawanie tych kanatldow w stanie otwartym w odpowiedzi na fale depolaryzacji. Mediatorem
tego efektu Ang II jest bialko przekaznikowe wigzace GTP. Takie kanaty, w ktorych biatka G
zwigkszaja prawdopodobienstwo otwarcia, zwane sg kanatami zaleznymi od biatka G [Birnbaumer
1 wsp., 1989]. Przypuszcza si¢, ze w odpowiedzi na pobudzenie naczyniowych ATR przez Ang Il
dwa mechanizmy prowadza do zwigkszonego uwalniania wapnia z siateczki sarkoplazmatyczne;j:
wytwarzanie IP3 oraz bezposrednie pobudzenie kanalu wapniowego przez biatko G. Takie
wzmozone uwalnianie wapnia zwieksza skurcz i napigcie $ciany naczyniowej [Berridge, 1983].

Ang II reguluje réwniez pobudliwo$¢ migéni gtadkich, neurondéw i innych komorek poprzez
wplyw na przewodno$¢ kanatdw dla jondw potasu i chloru oraz nieselektywnych kanatéw dla
kationéw. Pobudzenie AT;R powoduje zamknigcie kanatdéw potasowych zaleznych od potencjatu
(Ia, w sercu ly), kanatow regulowanych przez jony wapnia (Kca) | przez ATP (Karp). Dzigki
zamknieciu kanaldow potasowych potencjat blonowy komoérek w spoczynku przyjmuje wartosci
mniej ujemne, a repolaryzacja po pobudzeniu przebiega wolniej (Ryc. 2.).

Jedna z konsekwencji zwigkszonego st¢zenia jondw wapnia w komorce jest aktywacja

enzymoOw odpowiedzialnych za syntezg eikozanoidoéw i tlenku azotu. Stwierdzono, ze w komorkach
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ukladu krazenia i nerek Ang II zwigksza aktywnos$¢ fosfolipazy A, ktora hydrolizuje
fosfatydylocholing i fosfoetanoloaming do lizosfolipidow i wolnych kwasoéw tluszczowych. Dzigki
temu zwicksza si¢ réwniez st¢zenie kwasu arachidonowego oraz jego metabolitow o dziataniu
naczyniorozszerzajacym (prostacyklina, PGI2) i naczyniozwezajacym (tromboksan A2, TXAZ;
prostaglandyna H2, PGH2). Proporcja migdzy eikozanoidami naczyniorozszerzajacymi
1 naczyniozwezajacymi zalezy od czynnikow regulujacych aktywnos$¢ cyklooksygenaz i syntazy
tromboksanu (Ryc. 2.).

Zwigkszenie stezenia jondOw wapnia w cytoplazmie aktywuje rowniez srodblonkowa syntaze
tlenku azotu (eNOS, NOS3), prowadzagc do zwigkszonego wytwarzania dzialajacego
naczyniorozszerzajaco tlenku azotu (NO). Zwigkszone wytwarzanie PGI2 1 NO, do jakiego
dochodzi w $cianie naczyn w wyniku aktywacji ATiR, ogranicza czg¢$ciowo naczyniozwezajacy
wplyw Ang II, nie znosi go jednak catkowicie. Wyjatek stanowig naczynia rdzenia nerek, w ktoérych
naczyniozwezajace dziatanie Ang Il ujawnia si¢ dopiero po zablokowaniu endotelialnej syntazy
tlenku azotu [Oak i Cai; 2007].

Bezposredni wplyw Ang Il na naczynia tetnicze jest zroznicowany 1 zalezny od liczby
i rozmieszczenia AT1R. Receptory AT; zlokalizowane sg zarowno w komoérkach migsni gtadkich,
jak 1 w komorkach $rodbtonka naczyn. Najbardziej wrazliwe na naczyniokurczgce dziatanie
hormonu s3 naczynia tozyska trzewnego, tetniczki odprowadzajace kiebuszkow nerkowych oraz
naczynia proste (vasa recta) rdzenia nerek. Jednak ostateczna sita z jakg Ang II dziata na tkanki
zalezy takze od dziatania innych zwigzkéw, synergicznych lub antagonistycznych w stosunku do
Ang II. Efektem pobudzenia receptoréw AT jest zwigkszenie syntezy tlenku azotu (NO)
1 prostacykliny (PGI2) w komorkach $rodbtonka, a zablokowanie ich uwalniania, np. na skutek

uszkodzenia $rodblonka znacznie poteguje naczyniokurczgce dziatanie hormonu [Allen i wsp.,

1999].
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Ang — angiotensyny, CA — cyklaza adenylanowa, cAMP — cykliczny monofosforan adenozyny,

DAG - diacyloglicerol, ERK (extracellular signal-regulated kinase) — kinaza regulowana przez sygnaty
zewngtrzkomérkowe, |, — prgd wapniowy, I - prad potasowy, IP; — trifosforan inozytolu, Jak (just another
kinase), JNK (c-Jun N terminal kinase), NO - tlenek azotu, PG - prostaglandyna, PKC - kinaza biatkowa C,
PL — fosfolipaza, RACK (receptor for activated C kinase) — receptor kinazy C, Stat (signal transducers and
activators of transcription) — biatka sygnatowe, TXA, — fromboksan

Ryc. 2. Mechanizm pobudzenia receptorow dla peptydéw angiotensynowych
(zrodlo: Januszewicz A, Januszewicz W, Ruzytto W. 2005. Inhibitory konwertazy angiotensyny

w leczeniu chorob ukiadu sercowo-naczyniowego. Krakow, wyd. I, strona 41)

1.3.2. Regulacyjna rola, rozmieszczenie i mechanizm pobudzenia receptorow AT2

Niekorzystne skutki nadmiernego pobudzenia RAAS wynikaja glownie z aktywacji ATiR,
by¢ moze dlatego dane literaturowe dotyczace mechanizmu pobudzenia 1 regulacji receptoréw AT
sa zdecydowanie mniej liczne. Gen dla receptora AT, znajduje si¢ w chromosomie X. Transkrypcja
genu dla receptora AT, prowadzi do powstania biatka zbudowanego z 363 aminokwasow
(siedmiodomenowe receptory btony komorkowej). Prawdopodobnie AT;R maja wigksze znaczenie
w zyciu plodowym niz po urodzeniu, a ich ekspresja maleje w ciagu kilku pierwszych lat Zycia,

przeciwnie niz w przypadku AT;R.
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Rozmieszczenie receptorow ATo.

Receptory AT, (AT2R) znajdujg si¢ gtownie w ukladzie sercowo-naczyniowym: w sercu
wystepuja na blonach kardiomiocytéw i fibroblastow oraz w $cianie naczyn. Zostaly opisane takze
w moézgu (gldwnie w podwzgorzu i rdzeniu przedtuzonym), nadnerczach i wysepkach trzustki.
AT,R wystepuja takze w nerkach, w $rodblonku naczyn nerkowych, na pograniczu strefy

zewngtrznej 1 wewngtrznej rdzenia nerek, w $cianie kanalikoéw proksymalnych i w torebce nerkowe;j

[Allen i wsp., 1999].

Regulacja receptorow AT 1 ich dziatanie

Pobudzenie (poprzez Ang Il) AT;R w ukladzie krazenia prowadzi do zwigkszenia syntezy
bradykininy, prostaglandyny 12 oraz tlenku azotu (NO). Dochodzi takze do zahamowania dzialania
kinaz (ERK, ang. extracellular signal- regulated kinase i MAP, ang. mitogen-activated protein
kinase) i do zmniejszenia aktywno$ci kanatdow wapniowych T. Otwierajg sie¢ natomiast kanaty
potasowe przez cykliczny monofosforan guanozyny (cGMP), ktorego wytworzenie stymuluje NO.
Stymulacja tych receptoréw chroni uktad sercowo-naczyniowy przed negatywnym dzialaniem
cytokin i aldosteronu [Allen i wsp., 1999].

Efekty dziatania Ang Il za posrednictwem AT,R s3g przeciwstawne do efektow pobudzenia
ATiR, ale te pierwsze widoczne sg dopiero po pelnym zablokowaniu receptoréw AT;. Hipotensyjne
dziatanie Ang II na uktad krazenia poprzez AT,R jest bowiem zdecydowanie stabsze niz silne
presyjne dziatanie peptydu poprzez receptory AT;. Jak wskazuja dane literaturowe spadek ci$nienia
tetniczego widoczny po zablokowaniu AT;R jest skutkiem dwoch zjawisk: po pierwsze, nastepuje
zablokowanie mozliwosci zwigzania Ang II i III z zablokowanymi AT;R (farmakologiczni
antagoni$ci, np. losartan), po drugie, dochodzi przez to do zwigkszenia puli tych peptydow, ktore
mogg wejs¢ w oddziatywanie z AT,R.

W warunkach fizjologicznych wystgpuje rownowaga miedzy syntezg i pobudzeniem przez
Ang II obu typoéw receptorow AT. Natomiast w stanach patologicznych moze dojs¢ do zakidcenia
tej rownowagi, czasem w wyniku dzialania samej Ang II albo innych komponentéw ukiadu RAAS.
Do zaklocenia tej rOwnowagi moga si¢ przyczyni¢ takze inne hormony i cytokiny lub zmiany
srodowiska zewnatrzkomorkowego. Ekspresja receptorow AT, moze by¢ zredukowane przez
czynnik TGF-B, a zwigkszona dzigki dziataniu czynnika insulinopodobnego (IGF1) oraz
estrogenow [Kawabata i wsp., 2012].

Wigkszo$¢ badan dotyczacych efektéw stymulacji AT,R $§wiadczy o ich ochronnej roli

w chorobach ukladu sercowo-naczyniowego. Niektére z badan dotyczacych udziatu AT,R
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w stanach patologicznych wskazuja na ich role w zapobieganiu nadmiernemu podwyzszeniu
ci$nienia tetniczego krwi w warunkach chronicznych [Nakamura i wsp., 2003]. Z badan tych
wynika,

ze dlugotrwale podawanie losartanu szczurom spontanicznie nadci$nieniowym (SHR,
ang. Spontaneously Hypertensive Rats), wywotuje u nich nadekspresje mRNA dla AT;R w $cianie
aorty, a skutkiem jest naczyniorozszerzajace dziatanie Ang Il (aktywacja receptorow B
bradykininy i udziat NO) [Nakamura i wsp., 2003; Igase i wsp., 2005].

Wykazano takze, ze u myszy "knocked out" (bez genu dla AT;R) wytwarzanie NO
i bradykininy zostalo zmniejszone, za$ podanic Ang Il wywolywalo znacznie wigksze wzrosty
ci$nienia tetniczego krwi 1 wigksze zatrzymanie sodu niz u myszy kontrolnych, ktérym nie usunigto
tego genu [Siragy i wsp., 1999]. Natomiast szczurom SHR, ktoére spontanicznie rozwijaja
nadci$nienie 1 w wyniku tego dochodzi u nich do przerostu mig$nia sercowego, doswiadczalnie
zwigkszano ekspresje genu dla AT;R w sercu (wprowadzano miejscowo do §cian komor serca gen
dla AT;R sprzezony z promotorem genu MLC-2v). Stwierdzono zmniejszenie masy mig¢$nia lewej
komory serca (LV, ang. left ventricular) i grubosci przegrody miedzykomorowej, natomiast nie
bylo zmian masy innych narzadéw ani przebudowy innych czesci ukladu krazenia. Zmniejszenie
przerostu LV skorelowano ze zwigkszeniem liczby AT,R [Avila w wsp., 2011]. Podobne wnioski
ptynely z badan Adachi i wsp. (2003) na myszach pozbawionych genu dla AT;R, u ktérych
podwiazanie tetnicy wiencowej wywolalo poglgbione objawy niewydolnosci serca 1 zwigkszylo
$miertelno$¢ zwierzat. U zwierzat stwierdzono wzrost ekspresji mMRNA dla AT;R oraz wzrost
liczby receptorow (zmiany gtownie w fibroblastach).

Pojawiajg si¢ takze doniesienia $wiadczace o niekorzystnych skutkach pobudzenia AT;R,
co ciekawe efekty ich stymulacji sg podobne do tych towarzyszacych pobudzeniu AT;R.
W badaniach Ryckwaerta 1 wsp. (2005) udowodniono, ze jednoczesne zablokowanie obu typow
receptorow AT (poprzez walsartan i PD 123319) znacznie wydajniej poprawialo przeptyw
wiencowy oraz funkcje skurczowa i1 rozkurczowa serca w okresie reperfuzji po niedokrwieniu niz
blokowanie jedynie AT;R samym walsartanem. Walsartan jest aktywny po podaniu doustnym,
to silny i specyficzny antagonista receptorow dla Ang II. Dziata wybiorczo na podtyp receptora AT
z okoto 20 000 razy wigkszym powinowactwem do receptora AT; niz do receptora AT..
Zwiekszone stezenie Ang Il w osoczu po zablokowaniu receptora AT; przez walsartan moze
stymulowac receptor AT,. Takze w zwezeniu $wiatla zyly krezkowej i wrotnej (poprzez Ang II)
posrednicza oba typy receptoréw dla Ang I, a ich dziatanie jest modulowane przez NO. Natomiast
badania na izolowanych kardiomiocytach [D’Amore i wsp., 2005], do ktérych wprowadzono
adenowirusy kodujace receptory AT obu typdw, sklonity naukowcow do wysunigcia wniosku

o wspotudziale stymulowanych AT,R w wywolywaniu przerostu mi¢$nia sercowego. W badaniach
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Ruiz-Ortegi 1 wsp. (2006) wykazano, ze w zapaleniu nerek AT,R odgrywaja wazng rolg
w determinowaniu komoérek odpowiedzi zapalnej do ogniska zapalenia.

Reasumujac, Ang Il dziatajac poprzez AT;R powoduje przebudowg oraz przerost $cian
naczyn krwionosnych, wioknienie i przerost migsnia sercowego, a takze wywotywac zaburzenia
w mikrokrazeniu mézgowym i nerkowym. Natomiast kiedy ATiR jest nieaktywny zwigkszonemu
pobudzeniu przez Ang Il ulega receptor AT,, ktory zwigksza wytwarzanie tlenku azotu
I prostaglandyn rozszerzajacych naczynia krwionosne oraz hamuje mechanizmy zakrzepowe

I zapalne w $rodbtonku.

1.4. Dzialanie angiotensyny II na uklad krazenia

Angiotensyna Il jest najistotniejszym peptydem hormonalnym RAAS regulujacym cisnienie
tetnicze krwi 1 gospodarke wodno-elektrolitowa. Zakres dziatania Ang Il na uktad krwiono$ny
zalezy od czasu trwania bodzcéw stymulujacych jej wydzielanie. Krotkotrwate zwigkszenie
stezenia Ang Il we krwi wywotuje krotkotrwaly wzrost ci$nienia tetniczego spowodowany
bezposrednim dziataniem hormonu na migsnie gladkie naczyn tetniczych poprzez aktywacje
receptorow ATj.

Chroniczne zwigkszenie wydzielania peptydu wywoluje poza skurczem naczyn réwniez
zlozone dziatania posrednie, zwigzane z pobudzeniem uktadu wspoétczulnego oraz sekrecja
katecholamin, wazopresyny, aldosteronu i endoteliny. Zaréwno ogodlnoustrojowe jak i lokalnie
powstajaca Ang II moze odgrywa¢ wazng role w regulacji wydzielania aldosteronu
[Miyazaki i Takai, 2001].

W trakcie dlugotrwalego pobudzenia RAAS Ang II zwigcksza synteze 1 wydzielanie
aldosteronu a takze czynnikOw wzrostu oraz cytokin prozapalnych, wywolujac wraz z tymi
zwigzkami przebudowe uktadu krazenia prowadzaca do wtoérnego uszkodzenia takich narzadéw jak
serce czy nerki. Dziatajaca lokalnie Ang II (w tkankach) wywiera dziatanie mitogenne na miocyty
serca 1 komoérki mie$ni gladkich $ciany naczyn, zwicksza takze syntez¢ kolagenu w migsniu
sercowym i naczyniach, przyczyniajac si¢ do rozwoju przerostu lewej komory serca, pogrubienia
$cian tetnic i wtornego uszkodzenia narzgdow (ang. end organ damage).

Na podstawie badan in vitro stwierdzono, ze Ang II wywoluje apoptoz¢ komorek
srédblonka oraz przerost migéni gltadkich naczyn krwiono$nych i dodatkowo potgguje apoptotyczne
dziatanie nadtlenku wodoru, H,O, [Akishita i wsp., 2005]; zwigksza tez syntezg¢ specyficznych
biatek kurczliwych (zwigkszenie ekspresji mRNA dla a-aktyny). W wyniku chronicznego
oddzialywania Ang II na jej receptory AT; dochodzi do zwigkszenia syntezy i wydzielania takich

zwigzkéw o charakterze hiperplastycznym, hipertroficznym i miazdzycowym (aterogennym) jak
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transformujacy czynnik wzrostu (TGF-B, ang. Transforming growth factor beta), ptytkopochodny
czynnik wzrostu (PDGF, ang. Platelet-derived growth factor), naskorkowy czynnik wzrostu (EGF,
ang. epidermal growth factor), czynnik wzrostu fibroblastow (FGF, ang. Fibroblast Growth
Factor), cytokiny (interleukiny: IL-1a, IL-2, IL-6), czynnik martwicy nowotworéw o (TNF-a, ang.
Tumor Necrosis Factor) czy reaktywne formy tlenu (ROS, ang. Reactive Oxygen Species)
[Kawabata i wsp., 2012].

Ang Il wplywa takze na zwigkszone wydzielanie osteopontyny, adhezyjnego bialka
zwickszajacego aktywnos$¢ integryn, biatek utatwiajacych migracje i przyleganie komoérek migsni
gladkich; usunigcie genu dla osteopontyny u myszy zapobiega przebudowie S$cian serca
[Abe i wsp., 2008]. W badaniach in vivo na szczurach SHR stwierdzono zalezng od wzmozonej
aktywno$ci receptorow AT; przebudowe S$cian naczyn tetniczych. Chronicznie podawanie
antagonistow receptora AT; lub inhibitora ACE u tych szczuréw cofalo hipertrofi¢ Sciany naczyn
wiencowych, naczyn mézgu i nerek [Ito i wsp., 2007]. Takze badania kliniczne u ludzi wskazuja
na regresje zmian przerostowych w tetniczkach oporowych krazenia obwodowego pod wptywem
wspomnianych czynnikow. Dlugotrwale pobudzanie receptorow AT; w sercu prowadzi rowniez
do hipertrofii kardiomiocytow, hiperplazji 1 hipertrofii fibroblastow oraz zwldknienia przestrzeni
srodmigzszowej. Pod wptywem Ang Il dochodzi do zwigkszenia syntezy czynnika wzrostu tkanki
tacznej w sercu (CTGF, ang. connective tissue growth factor) i niekorzystnie zmienia si¢ stosunek
kardiomiocytow do fibroblastow, wzrasta wytwarzanie kolagenu typu I 1 III a takze fibronektyny,
natomiast maleje aktywno$¢ metaloproteinazy 1 (MMP 1, ang. Matrix Metalloproteinase-1). Takie
zwigkszenie udzialu elementow niekurczliwych w tkankach powoduje usztywnienie $cian komor
serca, zmniejszenie ich kurczliwos$ci, utrudnia wreszcie przewodzenie pobudzenia migdzy
komorkami migénia sercowego a komoérkami nerwowymi a takze wydluzenie drogi dla O,, CO;
i sktadnikow odzywczych miedzy siecig naczyn krwiono$nych a kardiomiocytami [Ito i wsp.,
2007].

1.5. Wplyw angiotensyny II na hemodynamike nerek i transport kanalikowy

Chroniczne zwigkszenie syntezy Ang II w nerce (obserwowane np. w nadci$nieniu)
prowadzi do przebudowy tkanek tego narzadu dzialajac hipertroficznie i1 hiperplastycznie na
komorki naczyn i srddmigzszu nerek, co ma zwigzek z mitogennym dziataniem peptydu. Ang Il
stymuluje komorki $rédmigzszowe nerek do zwigkszonej syntezy bialek macierzy
zewnatrzkomorkowej a dziatanie to jest wzmacniane przez cytokiny (IL-1 B i TNF- o) wydzielane
pod wplywem pobudzenia receptorow ATi. Zmiany strukturalne w nerkach prowadza do

niedokrwienia i niedotlenienia narzadu. Patogenne dziatanie Ang II w nerkach prowadzi do hipoksji
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i niedokrwienia nerek 1 jest tez czgsto przyczyng nadcisnienia (circulus vitiosus). Z badan in vitro
wynika, ze zahamowanie aktywno$ci RAAS zwigksza tolerancj¢ na niedokrwienie nerek i hamuje
proces ich wildknienia. Objawia si¢ to zmniejszeniem ilosci kolagenu i fibryny w nerkach,
zwickszeniem przeptywu krwi w mikrokrazeniu nerkowym oraz mniejsza infiltracja monocytow
i leukocytow.

Poczatkowo uwazano, ze wplyw Ang II na nerki ogranicza si¢ jedynie jej do posredniego
dziatania poprzez stymulacje wydzielania aldosteronu. Poglad ten zmieniono po odkryciu
i poznaniu roli receptorow AT; i AT, w nerkach [Matsubara, 1998; Horiuchi i wsp., 1999;
De Gasparo i wsp., 2000]. W kigbuszkach nerkowych receptory AT zlokalizowane sg na blonie
podocytow 1 komorek mezangialnych. W podocytach stwierdzono wystgpowanie mRNA dla
wszystkich elementow RAAS: reniny, angiotensynogenu, ACE i receptoroéw ATi., dla Ang IlI.
W badaniach Liebau i wsp. (2006) stwierdzono, ze pod wptywem Ang II dochodzi w podocytach
do indukcji apoptozy, co moze znamiennie uposledza¢ funkcjonowanie kigbuszkéw. W samym
nefronie najwigksza koncentracje receptorow AT; stwierdzono w blonie podstawno-bocznej
(bazolateralnej) 1 szczytowej (luminalnej) kanalika blizszego i dalszego oraz cewki zbiorcze;.

Pobudzenie AT; przez Ang Il prowadzi do zwigkszenia aktywnosci w blonie podstawno-
bocznej ATP-azy 3Na’, 2K* czyli pompy sodowo-potasowej odpowiedzialnej za aktywny transport
sodu (dochodzi takze do do wzrostu biernego wspoltransportu Na®, COZS'). Dzialanie tej pompy
prowadzi do uwolnienia 3 jonow sodu z komorki do przestrzeni srodmigzszowej 1 do jednoczesnego
wprowadzenia do komoérki 2 jonoéw potasu. Wraz z sodem opuszczaja komorke czasteczki wody,
a caly plyn jest nastepniec wchlaniany do sgsiadujgcych naczyn. Réwnoczesna stymulacja
receptorow AT; w blonie luminalnej kanalikow zwigksza aktywno$¢ biernego transportu sodu przez
wymiennik Na'/H". Taka regulacja wchianiania sodu w nerkach przez Ang Il jest wspomagana
przez aldosteron, ktdrego synteza 1 wydzielanie zwigksza si¢ pod wptywem Ang II.

Naczyniokurczace dziatanie Ang II dodatkowo wspomaga wchianianie sodu i wody
do naczyn krazenia nerkowego. Receptory znajduja si¢ w $cianach wszystkich naczyn nerkowych
oraz w komorkach mezangialnych, a ich najwieksza gesto$¢ stwierdza si¢ w $cianie tetniczek
odprowadzajacych kigbuszkow nerkowych. Naczynia doprowadzajace takze charakteryzuja si¢
duza wrazliwos$cia na naczyniokurczace dzialanie Ang II a na skutek ich zwezenia dochodzi
do obnizenia ci$nienia hydrostatycznego w polozonych ponizej naczyniach wlosowatych
oplatajacych kanaliki nerkowe. Sprzyja to latwemu przemieszczaniu pitynu z przestrzeni
srodmigzszowej do tozyska naczyniowego, prowadzac przy tym do wzmozonej resorpcji ptynu
kanalikowego.

Jednoczesne oddziatywanie Ang II na resorpcj¢ ptynu w kanalikach i na naczynia nerkowe

przesuwa punkt réwnowagi kilgbuszkowo-kanalikowej tak, Zze zwigksza si¢ stosunek ptynu
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resorbowanego w kanalikach do plynu przesaczanego w kigbuszkach nerkowych [Ozono i wsp.,
1997]. W stabilnych fizjologicznie warunkach tlenek azotu przeciwdziata zaréwno wchtanianiu
sodu w kanalikach nerkowych jak i nadmiernemu zwg¢zeniu tetniczek odprowadzajacych i naczyn
prostych, dlatego tez pelne dzialanie naczyniokurczace i antynatriuretyczne Ang Il widoczne jest
dopiero po zahamowaniu aktywnosci NO. Inne zwiazki pochodzenia nerkowego ostabiajace efekt
stymulacji receptoréw AT; to bradykinina (za posrednictwem receptorow B2) i angiotensyna (1-7);
obie substancje zwigkszajg aktywno$¢ syntazy NO [Siragy i Carey, 1997].

Receptory dla Ang II, ktéra ma istotny udziat w transporcie kanalikowym i przeptywie krwi
przez nerke, zlokalizowano w calej nerce: w kanalikach, naczyniach krwionosnych 1 w jej
srddmigzszu. Nadmierna aktywacja receptorow ATi w nerkach prowadzi do zatrzymania ptynu
w organizmie, do zwigkszenia wypehienia krwig lozyska naczyniowego oraz do rozwoju
nadci$nienia tetniczego przechodzacego nastepnie w faze nadci$nienia utrwalonego. Co wigcej, juz
dzi§ wiadomo, ze w regulacji procesOw wewnatrznerkowych bierze udzial zarowno Ang II
doptywajaca do nerek z krwi, ale takze ta wytwarzana przez lokalny tkankowy RAAS.

Reasumujgc, wptyw Ang II na losy sodu w nerce jest wielotorowy. Po pierwsze Ang Il
pobudza wydzielanie aldosteronu, pobudza nerkowa pompe sodowa nasilajac resorpcje sodu
w nerce 1 wywolujac jego retencje [ Wald 1 wsp., 1991] a takze wptywa na skurcz naczyn postych
(vasa recta) [ Brenner i wsp., 1982]. W warunkach fizjologicznych Ang II ma dzialanie
antydiuretyczne, bowiem zwigcksza zwrotne wchianianie sodu w cewkach proksymalnych
[Lang i wsp., 1992]. Ang II wywouje takze skurcz komorek mezangium klebuszka i bierze udziat
w regulacji ci$nienia w naczyniach okotokanalikowych [Brenner i wsp., 1982]. Poprzez wyzej
wymienione procesy synteza Ang Il w nerce odgrywa istotng role¢ w utrzymaniu prawidtowej

funkcji nerek.
2. Tkankowe uklady renina-angiotensyna-aldosteron

Po zahamowaniu enzymu konwertujacego (ACE) dochodzi do szybkiego obnizenia
ci$nienia, co mozna latwo powigza¢ z obnizeniem poziomu krazacej ogdlnoustrojowo Ang II.
Jednak w trakcie chronicznego hamowania ACE moze dojs¢ do nadmiernego wzrostu aktywnosci
reninowej osocza i poziomu Ang | i ponownego pojawienia si¢ krazacego peptydu (Ang II)
[Mooser 1 wsp., 1990]. W tkankach uktadu sercowo-naczyniowego wystepuja wszystkie skladowe
RAAS, w tym renina, angiotensynogen czy ACE [Dostal i Baker, 1993], a w wielu miejscach
tkankowe uktady stanowia gioéwne Zrodto Ang I i II [Campbell, 1987]. Tkankowg aktywnos¢ ACE
stwierdzono w plucach, migéniu sercowym, mézgu czy nerkach [MacFadyen i wsp. 1991]. Badania

farmakokinetyczne wskazuja, Ze po podaniu inhibitora ACE szczurom SHR (genetycznie
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uwarunkowane nadci$nienie), spadek ci$nienia krwi lepiej koreluje z zahamowaniem tkankowego
niz osoczowego RAAS [Cohen i Kurz, 1982; Unger i wsp., 1984; Weishaar i wsp., 1991].

Inhibitory ACE stosowane sa w terapii nadci$nienia w celu obnizenia ci$nienia tetniczego
krwi, jednak pomimo utrzymywania si¢ efektow hipotensyjnych u pacjentdéw obserwuje si¢
po pewnym czasie wzrost poziomu krazacej Ang I, co jest thumaczone aktywnoscig tkankowych
ukladow RAAS [MacFadyen i wsp., 1991]. Ponadto, nie cata pula Ang II powstaje w wyniku
dziatania ACE, bez wzglgdu na to czy hormon jest produktem osoczowego RAAS czy uktadow
tkankowych.

Niezaleznie od osoczowego RAAS, w wielu narzadach (np. w mig$niu sercowym, $cianie
naczyh krwionosnych, nerkach czy nadnerczach) istnieja lokalne tkankowe RAAS.
W niewydolnym ludzkim sercu wigkszos¢ Ang Il prawdopodobnie powstaje na szlaku wrazliwym
na blonowg proteaz¢ serynowa, a nie na inhibitor ACE [Urata 1 wsp., 1993]. Do podobnych
wnioskéw doprowadzily badania Noda 1 wsp. (1993) o zaangazowaniu w synteze Ang I proteaz:
serynowe] 1 cysteinowej. W tetnicach nerkowych [Okamura 1 wsp., 1990] 1 plucach
[Mento 1 Wilkens, 1987] takze wystepuja alternatywne do ACE szlaki biosyntezy Ang II. Cho¢
znaczenie patofizjologiczne niezaleznych od ACE szlakow syntezy Ang II nadal jest przedmiotem
znacznych kontrowersji [Johnston, 1994], najnowsze badania wskazuja, ze w stanach
patologicznych (nadci$nienie 1 choroby towarzyszace) znaczaca role w przeksztatlcaniu Ang I
w Ang Il moga odgrywa¢ inne niz ACE enzymy. Takim enzymem jest np. chymaza [Reilly i wsp.,
1982; Okunishi i wsp., 1984; Okunishi i wsp., 1987; Okamura i wsp., 1990] oraz inne
angiotensynazy dziatajace lokalnie, jak neprilizyna, katepsyna czy tez niedawno odkryta u gryzoni
elastaza-2A (wydzielana w lozysku naczyniowym krezki), ktora tak jak chymaza jest proteaza
serynowg wrazliwg na chymostatyne [Paula i wsp., 1998; McDonald i wsp., 2001; Richard i wsp.,
2001; Santos 1 wsp., 2002a,b; Santos 1 wsp., 2003]. Powszechnie uwaza si¢, ze ich udziat w syntezie
angiotensyn jest znacznie mniejszy niz ACE, jednak moze si¢ istotnie zwigksza¢ w stanach
patologicznych (np. w hipercholesterolemii towarzyszacej nadci$nieniu zwigksza si¢ aktywnos¢
chymazy ludzkiej w $cianach naczyn a w sercu kluczowa staje si¢ cHCP (ang. human heart
chymase) [Urata i wsp., 1993]. Jak wykazaty badania Mc Phersona i wsp. (2004) w ludzkim sercu
czy w naczyniach krwiono$nych tylko 20-30% syntetyzowanej angiotensyny II zalezy
od aktywno$ci enzymu konwertujacego.

Chymaza powszechnie wystgpuje w komorkach tucznych, komodrkach $roédblonka
1 $§rodmigzszu wielu narzadow, w tym serca, naczyn krwionos$nych i nerek. O ile za poziom
krazacej Ang II odpowiada przede wszystkim ACE, o tyle w tkankach wspoldziatajg oba enzymy
[Huang i wsp., 2003; Park i wsp., 2010; Lorenz, 2010]. Dlatego w regulacji funkcji poszczegolnych
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narzadow i komorek wazng rolg odgrywaja zaréwno Ang II docierajaca z krwi, jak rowniez peptyd
wytworzony przez lokalne uktady RAAS.

Chymaza oraz stosunkowo niedawno opisana elastaza-2 wydaja si¢ by¢ u gryzoni bardzo
waznym elementem odpowiedzialnym za syntez¢ Ang II w stanach patologicznych np.
w niedokrwieniu i stresie oksydacyjnym [Becari i wsp., 2011], tak wigc badania na ro6znych
zwierzecych modelach nadci$nienia wydaja si¢ dobrym podejsciem do okreslenia roli jakg ludzka

chymaza moze petni¢ w patogenezie nadci$nienia i patologicznej przebudowy tkanek.

2.1.Chymaza i alternatywne szlaki syntezy angiotensyny I

Jak juz wspomniano, chymaza jest obecna nie tylko w komodrkach tucznych, ale takze
w komorkach $rodbtonka 1 mig$ni gladkich oraz ma istotng role w tworzeniu Ang II w procesie
wtérnego uszkodzenia narzagdow, co razem moze wskazywac na istotne znaczenie enzymu w tych
procesach.

Krétkoterminowe blokowanie ACE w terapii nadci$nienia skutkuje obnizeniem poziomu
Ang II 1 aldosteronu, ale jednocze$nie prowadzi do wzrostu aktywnos$ci reninowej osocza 1 poziomu
Ang 1. Podwyzszony poziom Ang I czesto staje si¢ przyczyng generacji Ang II w sposéb niezalezny
od ACE [Givertz, 2001].

Alternatywne drogi syntezy Ang Il mogg by¢ wynikiem dziatania r6znych enzymow, w tym
katepsyny G, kalikreiny czy toniny. Enzymy te dzialajac bezposrednio na angiotensynogen
katalizujg reakcje syntezy Ang I 1/lub Ang II [Belova, 2000]. Jednym z glownych enzymow
dziatajacych niezaleznie od ACE w tkankach jest chymaza. Podkresla si¢, ze zalezny od chymazy
szlak syntezy Ang Il ma szczegdlne znaczenie w ukladzie krazenia [Urata i wsp., 1993; Miyazaki
1 Takai, 2000, 2001]. Aktywno$¢ chymazy i innych proteaz serynowych w katalizowaniu reakcji
konwersji Ang I w Ang II w ludzkim sercu moze by¢ nawet 20-krotnie wyzsza niz enzymu
konwerujacego [Urata i wsp., 1990a]. Chymaza jest blokowana przez inhibitory proteaz
serynowych i chymostatyng, ale nie przez inhibitory ACE [Urata i wsp., 1990a,b].

W badaniach Morikawy i wsp. (2005) po raz pierwszy opisano istotny wzrost aktywnosci
tego enzymu przeksztalcajacego Ang I w Ang I, zarbwno w $rédmiazszu nerki, w zyle i tetnicy
nerkowej u pacjenta, ktéremu usunieto nerke z powodu nadci$nienia zaleznego od pierwotnego
zwezenia tetnicy nerkowej. Cho¢ inhibitory ACE obnizyly ci$nienie krwi i poziom krazacej Ang II,
to jednoczes$nie spowodowaly wzrost stezenia reniny 1 aldosteronu. Autorzy sugeruja, ze to wiasnie
chymaza miata udziat w tworzeniu Ang II w nadnerczach, co stymulowato sekrecj¢ aldosteronu.
Obserwowano takze zalezny od hamowania ACE wzrost st¢zenia Ang I, peptydu bedacego

substratem dla chymazy [Morikawa 1 wsp., 2005]. Ostatecznie zwigkszata si¢ ilo$¢ powstajacej Ang
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IT w r6znych tkankach, co prowadzito do ich dysfunkcji i uszkodzenia. Wzrost aktywnosci chymazy
w nerce obserwowano takze u pacjentow cukrzycowych [Huang i wsp., 2003; Koka i wsp., 2006].
Powyzsze doniesienia wspieraja powszechng w badaniach opini¢ o istotnym udziale zaleznego od
chymazy (w tkankach) szlaku syntezy Ang I w post¢pujacym uszkodzeniu nerek.

Chymaza bedaca proteaza serynowa, magazynowana jest w ziarnistosciach komorek
tucznych [Urata i wsp., 1993; Miyazaki i Takai, 2001]. Przechowywana jest w komérce w formie
nieaktywnej, ale pod wptywem zmian pH z 5,5 do 7-9 (pod wptywem uszkodzenia tkanki lub
toczacego si¢ stanu zapalnego) uwalniana jest do przestrzeni zewnarzkomorkowej, gdzie po
natychmiastowym przeksztalceniu w aktywny enzym katalizuje konwersje Ang I do Ang II
[McEuen i wsp., 1995; Takai i wsp., 1999]. Obecnos¢ chymazy stwierdzono u psa [Gondo i wsp.,
1989], pawiana [Hoit i wsp., 1995], chomika [Shiota i wsp., 1997] oraz czlowieka [Urata i wsp.,
1990a], natomiast sporng kwestig byla jej obecno$¢ u szczura i myszy [Urata i wsp., 1993;
Miyazaki 1 Takai, 2001]. Stwierdzono, ze w sercu czlowieka chymaza jest syntetyzowana
1 gromadzona w komoérkach endotelialnych 1 mezenchymatycznych 1 jest wydzielana bezposrednio
do $rodmigzszu tkanki, gdzie odpowiada za synteze 80% Ang II w sercu [Petrie i wsp., 2001].
Obecnos¢ szczurzej chymazy stwierdzono w $cianie naczyn krwionosnych [Leife i wsp., 1997],
w sercu i innych tkankach [Miiller i wsp., 1998]. Natomiast u myszy z wywotanym nadci$nieniem
podwyzszony poziom chymazy stwierdzono w $cianie naczyn krwionos$nych [Ju 1 wsp., 2001].
Wysoki poziom ekspresji szczurzej chymazy stwierdzono u szczurow SHR w komorkach migsni
gladkich $cian naczyn krwionos$nych, gdzie enzym konstytutywnie przeksztatca Ang I w II [Guo
1 wsp., 2001]. Po przejsciu do krwiobiegu chymaza jest od razu unieczynniana pod wptywem
inhibitorow proteaz serynowych, obecnych w duzym stezeniu we krwi [Urata 1 wsp., 1993;
Miyazaki i Takai, 2000, 2001], dlatego enzym jest aktywny jedynie w tkankach. W pracy Akasu
i wsp. (1998) stwierdzono nawet, ze w komorkach izolowanych z aorty szczuréw normotensyjnych
(badania in vitro) szlak syntezy Ang II zalezny od chymazy jest dominujacy w stosunku do szlaku
zaleznego od ACE.

Niewiele jest doniesien o roli chymazy w nerce. U myszy pozbawionych genu dla ACE nie
stwierdzono zmian poziomu Ang II w nerkach. Przeciwnie, nastapit 14-krotny wzrost aktywnosci
chymazy w nerce, co sugeruje istotny udzial enzymu innego niz ACE w powstawaniu
naczyniokurczacej Ang II w tym narzadzie [Wei i wsp., 2002]. W badaniach Murakami i wsp.
(1997) stwierdzono, ze synteza Ang II w korze nerki u psa w szlaku zaleznym od chymazy sigga
20% catej ilosci syntetyzowanego w tkance peptydu. Badania te wskazuja na istotng parakrynng
rolg naczyniokurczacej Ang II, ktora powstaje w nerce pod wptywem chymazy. Rowniez badania
Tokuyamy i wsp. (2002) potwierdzaja, ze pod wpltywem chymostatyny (selektywnego inhibitora

chymazy) nastgpuje istotne obnizenie poziomu Ang II w niedokrwionej szczurzej nerce w modelu
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Goldblatta. U tych nadci$nieniowych szczurow obserwowano takze podwyzszony poziom ekspresji
mRNA dla chymazy oraz podwyzszony poziom samego enzymu
w tkance [Tokuyama i wsp., 2002].

Poza przeksztalceniem Ang I w II chymaza moze peti¢ w tkankach wiele innych funkcji.
Przeksztalca tzw. duza endoteling (1-38) do endoteliny 1 (1-21), unieczynnia bradykining oraz
katalizuje rozktad substancji P [Harrison-Bernard i wsp., 2013]. Chymaza ma tez wplyw na
proteolizg czasteczek apolipoprotein zawartych w plaszczu czgsteczek lipoprotein wysokiej gestosci
(HDL, ang. high-density lipoprotein). Proteolityczna modyfikacja zalezna od chymazy uposledza
zwrotny transport cholesterolu ze Sciany naczynia przyczyniajac si¢ do rozwoju zmian
miazdzycowych [Kun i Szpunar, 2001]. W stanach patologicznych chymaza moze takze aktywowaé
prozelatynaz¢ B (MMP-9) i TGF-B1 (Transformujacy czynnik wzrostu-1), przez co odgrywa
wazng role w przebudowie tkanek w obszarze uktadu sercowo-naczyniowego [Harrison-Bernard
i wsp., 2013]. Enzym moze tez bezposrednio wplywaé na degradacje bialek macierzy
(np. fibronektyny czy kolagenu typu I1V) [Urata, 2000]. Poprzez pobudzanie tworzenia kolagenu
1 posrednio poprzez syntez¢ Ang Il chymaza ma udzial w proliferacji komoérek migsni gltadkich
[Guo i wsp., 2001]. Chymaza ma tutaj 20-krotnie wyzszg aktywnos$¢ katalityczng w stosunku do
Ang I niz inne enzymy tworzace Ang II, ale to ACE jest glownym enzymem odpowiedzialnym za
tworzenie krazacej Ang II [Wei 1 wsp., 2002]. Rola chymazy, w porownaniu do ACE, w tworzeniu
Ang II na terenie tkanek jest wcigz badana. Badania potwierdzity jej obecnos¢ w wielu ludzkich
narzadach/ tkankach: ptucach, nerkach, $cianach naczyn krwionos$nych, §rédmigzszu serca oraz
w kardiomiocytach i komorkach srodbtonkowych, w ktorych jest ona zarowno syntetyzowana jak
i magazynowana [Hollenberg i wsp., 1998]. Cho¢ w warunkach fizjologicznych wykazano niezbyt
wysoka aktywnos$¢ chymazy, enzymu konwertujacego i mRNA dla receptoréw AT; w komorkach
mezangialnych oraz nablonkowych kigbuszkéw i kanalikow nerkowych, to wzrost aktywnos$ci
wymienionych elementéw RAAS, obserwowany np. w nefropatii immunologicznej, korelowat ze
stopniem uszkodzenia w obrebie kanalikow i $roddmigzszu nerki [Miyake-Ogawa i wsp., 2005].
Z drugiej strony, komorki tuczne uwalniajace duze ilosci chymazy prawdopodobnie uczestnicza
w zainicjowaniu i rozwoju zwldknienia kanalikowo-$rddmigzszowego obserwowanego w wielu
chorobach nerek [Li i wsp., 2007].

W badaniach na psach z uzyciem modelu 2klc (two kidney, one clip), nasladujacym
nadci$nienie spowodowane zwezeniem tetnicy nerkowej, stwierdzono, ze za wzrost produkcji Ang
Il w niedokrwionej nerce odpowiada chymaza. Po zastosowaniu specyficznego inhibitora -
chymostatyny uzyskano okoto 4-krotne obnizenie stezenia Ang II w nerce oraz istotny wzrost
przeptywu osocza [Tokuyama i wsp., 2002]. Z kolei u chomikow stwierdzono istotny wzrost

aktywnos$ci chymazy w chorobach serca, natomiast jej zablokowanie istotnie obnizato §miertelno$¢
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po ostrym zawale serca oraz zmniejszatlo zwldknienie miocytow prowadzace do rozwoju
kardiomiopatii. Z badan wynika, ze inhibitory chymazy moga efektywnie zapobiega¢ roznorodnym
chorobom sercowo-naczyniowym, zwlaszcza w zakresie lokalnego uszkodzenia tkanki [Miyazaki
i wsp., 2006].

Mozliwe, ze podstawowa, niezbyt wysoka aktywno$¢ chymazy staje si¢ znaczaca i ma bardzo
duzy udziat w powstawaniu Ang II w warunkach patologicznych, przyczyniajac si¢ do uszkadzania
tkanek, nie tylko w nadci$nieniu czy cukrzycy, ale réwniez w chorobie wiencowej i miazdzycy
naczyn [Miyaka-Ogawa i wsp., 2005; Morikawa i wsp., 2005; McPherson i wsp., 2004].

Cho¢ przeksztatcanie Ang I w Il odbywa si¢ gtéwnie w obrebie srodbtonka naczyn phuc, jak
wspomniano istniejg takze wewnatrznerkowe S$ciezki tej konwersji. ZawartoS¢ mRNA dla
angiotensynogenu w nerce (w korze i rdzeniu) wzrasta pod wplywem diety niskosodowe;j
[Ingelfinger 1 wsp., 1986]. Obserwacja ta potwierdza doniesienia o istnieniu miejscowego uktadu
RAAS, a jego aktywno$¢ wzrasta w odpowiedzi na diet¢ niskosodowg. W nerce ACE wystepuje
w $rodblonku naczyniowym aparatu przyktebuszkowego 1 tetniczek odprowadzajacych, czyli
w miejscach istotnego dzialania Ang II [Edwards, 1983]. Jak wskazuja badania filogenetyczne,
wewnatrznerkowy uklad reninowy istnial miliony lat zanim pojawily si¢ plazy z tkanka ptucna
[ Hollenberg i Williams, 1990]. Jak twierdzg badacze, ukiad ten jest ,,poczatkowym, pierwotnym
systemem regulujacym wolemig, ktory przez strategiczng wewnatrznerkowg lokalizacje reguluje
perfuzje nerki”. Bardzo ciekawe sg opisy przypadkow osob charakteryzujacych si¢ nadmierng
wewnatrznerkowa produkcjg Ang II. Osoby te nie s3 w stanie odpowiedzie¢ wzrostem nerkowego
przeptywu krwi na duze zwigkszenie podazy jonow sodu. Taki brak reaktywnos$ci naczyn na Ang I1
nazywa si¢ niemodulacja, a dotyczy glownie sodowrazliwych chorych z nadci$nieniem. Tylko

zahamowanie ACE przewraca prawidlowa prace nerek w odpowiedzi na zwigkszong podaz sodu

[Hollenberg i Williams, 1990].
3. Zwierzece modele nadci$nienia

Nadci$nienie to jedna z najczgéciej wystgpujacych chordb na $wiecie. Jest tez waznym
czynnikiem ryzyka chordb serca, niewydolnosci nerek i udaru moézgu. Nadcisnienie ma
wieloczynnikowy, poligeniczny charakter i jest spowodowane wzajemnym oddziatywaniem
czynnikow genetycznych 1 $rodowiskowych, dlatego jego badanie wymaga zastosowania
réznorodnych zwierzecych modeli nadci$nienia. Modele zwierzgce zapewniaja nieoceniong pomoc
w wyjasnianiu mechanizméw powstawania nadcisnienia t¢tniczego 1 skutkdw wywotanych przez
postepujaca chorobe. Rozne modele nadci$nienia wykorzystuja hodowle opartg o selekcje zwierzat
wykazujacych zadany fenotyp. Natomiast w stworzeniu modeli genetycznych wykorzystuje si¢

transgeniczne techniki, pozwalajace na wyselekcjonowanie gendw, podejrzewanych o bycie
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odpowiedzialnymi za nadcisnienie. Kombinacja genotypowej i fenotypowej strategii
w uzyskiwaniu zwierzecych modeli nadcisnienia jest nieocenionym zrédlem wiedzy w badaniach

eksperymentalnych oraz pozwala na ich wykorzystanie w praktyce klinicznej.

3.1. Nadcis$nienie sodozalezne

W regulacji cisnienia tetniczego krwi podstawowe znaczenie odgrywa zdolnos¢ nerek do
wydalania lub zatrzymywania sodu. W warunkach fizjologicznych stezenie sodu (135-150 mM)
I potasu (3,5-5,0 mM) w ptynach pozakomoérkowych utrzymywane jest w waskich granicach.
Badania wskazuja, ze ograniczenie spozycia sodu wiaze si¢ z obnizeniem cisnienia tetniczego a ten
efekt jest najwickszy u osob z wysokim cisnieniem, otytych i w starszym wieku. Jednak odpowiedz
organizmu na ograniczenie spozycia sodu jest zmienna osobniczo i moze nie prowadzi¢ do
istotnego obnizenia cisnienia u o0s6b z prawidtowym cisnieniem tetniczym. Z kolei wysokie
spozycie potasu wplywa na obnizenie cisnienia tetniczego, co moze by¢ spowodowane zdolnoscia
potasu do zwigkszenia wydalania sodu przez nerki oraz bezposrednim wpltywem
naczyniorozszerzajacym [Geleijnse i wsp., 2003].

Rola jono6w sodu w patogenezie nadci$nienia tetniczego (sodozalezno$¢ cisnienia) zwigzana
jest z zaburzeniami mechanizméw odpowiedzialnych za transport jonu przez btony komorkowe.
Pacjenci reagujacy wzrostem cisnienia na zwigkszong podaz sodu w diecie (sodowrazliwi)
charakteryzuja si¢ zwigkszonym oporem naczyniowym, zwig¢kszong reaktywnos$cig naczyn na
substancje presyjne, zmniejszonym stosunkiem receptoréw adrenergicznych a2 i Bl oraz nizsza
aktywnoscig reninowg osocza i opornoscig tkanek obwodowych na insuling [Melander i wsp.,
2000]. Zjawisko sodozaleznosci czesciej obserwuje si¢ u rasy zottej i czarnej niz u rasy bialej.
Z sodozalezno$cia $cisle wigze si¢ mechanizm natriurezy ci$nieniowej, czyli sprawno$¢ nerkowych
mechanizméw wydalania sodu. Przewlekle podwyzszone ci$nienie tetnicze krwi zwigzane ze
zwigkszonym spozyciem sodu $wiadczy¢é moze o zaburzeniu mechanizmow natriurezy.
W warunkach prawidlowej homeostazy kationéw sodu, sporadycznemu zwigkszeniu zawartosci
sodu w organizmie towarzysza procesy adaptacyjne, ktore prowadza do zwigkszenia wydalania
sodu (natriurezy) i przywrdcenia bilansu sodu do normy bez dlugotrwalych zmian wartosci
ci$nienia tetniczego krwi.

Nagly wzrost stezenia sodu w organizmie wyzwala kaskade reakcji adaptacyjnych
organizmu, zwigzanych ze zwigkszeniem nerkowego przeplywu krwi, zwiekszeniem stezenia
przedsionkowego peptydu natriuretycznego i tlenku azotu, a takze ze zmniejszeniem st¢zenia amin
katecholowych, aktywno$ci reninowej osocza, stezenia Ang II 1 aldosteronu. W koncowym stadium

tej kaskady reakcji kompensujacych dochodzi do zwigkszenia filtracji kiebuszkowej (GFR, ang.
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glomerular filtration rate) oraz hamowania kanalikowej reabsorpcji sodu i wody, co chroni
organizm przed zaburzeniem bilansu sodu. W mysl teorii Guytona kaskada ta wyzwala obronny
I kompensacyjny nerkowy mechanizm diurezy (wydalania wody) i natriurezy (wydalania sodu)
z nadcis$nienia [Guyton i wsp., 1972]. Dlugoterminowy staty wzrost spozywanego sodu w diecie
moze skutkowaé zwigkszeniem jego st¢zenia w ptynach pozakomorkowych, rowniez w osoczu, co
z kolei prowadzi do zwigkszenia objetosci krwi w tozysku naczyniowym (hiperwolemia), zwezenia
swiatta naczyn krwiono$nych (wazokonstrykcja) i w konsekwencji do wzrostu ci$nienia tgtniczego
krwi. W przypadku zakldocen mechanizmu natriurezy ci$nieniowej (ang. pressure natriuresis)
dochodzi do podwyzszenia ci$nienia tetniczego krwi z powodu wyzej wspomnianych: hiperwolemii
i/lub zwezenia naczyn — liniowa zalezno$¢ miedzy wydalaniem sodu rownym jego dostarczeniu
a $rednim ci$nieniem krwi tetniczej przesuwa si¢ ku wyzszym wartosciom cisnienia. W ten sposob
organizm probuje przywroci¢ roéwnowage wodno-elektrolitowa. Jednak w  konsekwencji
dhlugotrwalego zwiekszenia podazy sodu w diecie dochodzi takze do nasilenia wysoce
energochfonnych proceséOw transportu kanalikowego. Obnizona w ten sposob dostepnos¢ tlenu
w tkance w zwigzku z niskim cisnieniem parcjalnym tlenu (PO;) moze prowadzi¢ do wielu
zaburzen metabolicznych, a w konsekwencji doprowadzi¢ do uszkodzenia struktury 1 uposledzenia
funkcji kanalikow.

Chroniczne spozycie sodu prowadzace do wzrostu st¢zenie jondw sodu w ptynach
ustrojowych moze by¢ przyczyng zmian czynno$ciowych 1 strukturalnych w naczyniach
krwionosnych. Najnowsze badania wskazuja [Moriguchi i wsp., 2011], ze w $rodbtonku naczyn
rozwija si¢ chroniczny stan zapalny o niskim natezeniu. Podwyzszenie st¢zenia jondw sodu
w 0s0czu (Pna) 0 15 mM wyzwala kaskad¢ zmian w tetnicach i przyczynia si¢ do wzrostu ciSnienia
tetniczego krwi w krotkim czasie [Friedman i wsp., 1990; Kamari i wsp., 2010]. Podwyzszone
stezenie sodu w osoczu koreluje z wzrostem stezenia tego jonu w komorkach, takze w komorkach
mieg$niowki gladkiej naczyn krwiono$nych, co wyzwala wzrost stezenia wolnych jonéw wapnia
1 zwickszenie napigcia miesnidowki [Bell, 2000]. Podwyzszony poziom sodu w osoczu ma wplyw na
zaburzenie reaktywnosci (wzmozenie lub ostabienie) naczyn zard6wno na czynniki
naczyniokurczace jak i1 naczyniorozszerzajace. Podwyzszone ci$nienie krwi, bedace konsekwencja
wzrostu stezenia jonow sodu w osoczu prowadzi do uszkodzenia naczyn a w dalszej perspektywie
do ich zwidknienia i zesztywnienia. R6zne procesy prowadzace do usunigcia z ustroju nadmiaru
sodu pozostajg w $cistym zwigzku ze sobg (interakcja). Moga tez wyzwala¢ kolejne, inne procesy,
jak wytworzenie lokalnych stanow niedoboru tlenu w tkankach [Escobales i Crespo, 2005],
przebudowe struktur, zwigzang z przerostem i/ lub rozplemem (hiperplazja) komoérek, czy tez

kumulacja wilokien macierzy zewnatrzkomorkowej [Flamant i wsp., 2007]. Moze tez doj$¢ do
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rozwinigcia lokalnych standw zapalnych o niskim nat¢zeniu, w tym chronicznego stanu zapalnego
srédbtonka [Rosén 1 wsp., 2006].

W zalezno$¢ od charakteru czynnika zaburzajacego sprawno$¢ natriurezy ci$nieniowej,
nadci$nienie moze by¢ sodooporne (zwigkszona podaz sodu nie zwigksza juz dalej ci$nienia) lub
sodowrazliwe ($rednie ci$nienie t¢tnicze zmienia si¢ wraz z iloscig spozywanego sodu) [Kurokawa,
1996]. Za nadcisnienie sodooporne odpowiadajg takie czynniki jak: stale zwigkszenie oporu
przedkiebuszkowego, wysokie stgzenie czynnikow wazopresyjnych w osoczu, czynniki
wewnatrznerkowe uposledzajace kanalikowo-klebuszkowe sprzezenie zwrotne oraz czynniki
nasilajace reabsorpcje sodu w odcinkach kanalikéw nerkowych przed plamka gesta. Natomiast
przyczyna nadcisnienia sodowrazliwego mogg by¢: nasilona reabsorbcja sodu i1 obwodowe
zwezenie naczyh oraz zmniejszona podatno$¢ naczyh na rozszerzanie.

Jednym z gloéwnych mechanizméw, ktére prowadza do rozwoju nadcis$nienia tetniczego jest
nieprawidlowa aktywno$¢ uktadu RAAS, szczegdlnie w tkankach, spowodowana nadmiarem soli
w diecie. Najistotniejsza wydaje si¢ tu rola jakg odgrywa Ang Il i jej efekty hipertensyjne, za ktore
odpowiada aktywacja AT1R. Ang Il wykazuje wiele wewnatrznerkowych dziatan, wywotuje m.in.
skurcz tetniczek kilebuszka, zwigksza takze czulo§¢ kanalikowo-kiebuszkowego sprzezenia
zwrotnego, nasila reabsorpcje sodu w kanaliku proksymalnym i dystalnym. Ang II moze takze
sprzyja¢ rozwojowi sodozaleznego nadcis$nienia poprzez wiele dzialan pozanerkowych, jak
nasilenie uwalniania aldosteronu, produkcj¢ 1 uwalnianie katecholamin, uwalnianie ADH, przerost
kardiomiocytow, obkurczanie naczyn obwodowych oraz przerost ich mi¢§niowki [Navar, 2005].
W nadci$nieniu dochodzi do nieproporcjonalnego wzrostu stezenia Ang Il w nerce, za co
odpowiada wiele zlozonych mechanizméw. Ang II jest wewnatrznerkowo syntetyzowana, ale
rowniez dochodzi do jej wychwytywania z krwi krazacej przez wewnatrznerkowe receptory AT;iR
[Liu, 2009].

Reakcja naczyn na naczyniokurczacg Ang Il zalezy w znacznym stopniu od spozycia sodu
w diecie: przy wzroscie Pna obserwuje si¢ spadek ekspresji reniny, natomiast rosnie ekspresja ACE
a takze receptorow AT1R [Samuel i wsp., 2012].

Wiele réznorakich procesdw zaangazowanych jest w rozwdj sodozaleznego nadci$nienia
tetniczego, a zmiany w naczyniach nie sg jedynymi, cho¢ sa bezposrednim skutkiem zwiekszonego
spozycia soli. Zachodzace pod wptywem podwyzszonego stezenia jonéw sodu w osoczu zmiany
w strukturze naczyh krwiono$nych wyraznie zaburzaja ich plastycznos¢. U zwierzat
z do$wiadczalnym nadci$nieniem tetniczym stwierdzono zaburzenia transportu jondéw lub ich
zawartosci w komorkach, ktore moga by¢ przyczyna zmian potencjatu blonowego i zaburzen
stezenia wapnia w komorce determinujacych napiecie migsni gladkich. S6d wpltywa bezposrednio

na wewnatrzkomorkowe stezenie jondw wapnia 1 wywoluje skurcz mig$nidéwki naczyn, a reakcja ta
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jest nasilona przez zwickszenie st¢zenia Ang Il oraz wzrost ekspresji AT1R. Natomiast zwigkszenie
ekspresji ACE prowadzi do zmniejszenia dostgpnosci czynnikoOw naczyniorozszerzajacych: NO
i bradykininy. Natomiast dzialanie TGFp, ktory wplywa na gromadzenie macierzy
zewnatrzkomorkowej, prowadzi do zmniejszenia $rednicy $wiatta naczyn; dochodzi do pogrubienia
$cian naczyn i do wzrostu oporu obwodowego. Juz wg Tobiana i wsp. (1961) zwiekszenie
naczyniowego oporu obwodowego miato zaleze¢ m.i. od nadmiernego gromadzenia si¢ jonow
wapnia, sodu i wody w $cianie naczyn, co prowadzi do jej obrzmienia [Tobian i Duke, 1969].
Znacznie p6zniejsze badania Tobiana i Hanlona (1990) wskazuja, ze wzrost zawarto$ci wody 1 sodu
w $cianie tetnicy nerkowej u chorych z nadci$nieniem tetniczym oraz w aorcie u Szczurow
z nadcisnieniem doswiadczalnym moze by¢ skutkiem zachwiania stosunku sodu wewnatrz-
1 zewnatrzkomérkowego, co powoduje wzmozone napiecie Sciany naczyn.

Uposledzenie  czynnosci  mechanizméw  transportujgcych  s6d  zwigksza  jego
wewnatrzkomorkowe stgzenie, dochodzi do wymiany jondw sodu na jony wapniowe, co przyczynia
si¢ do skurczu miesni gladkich naczyn krwionosnych z wtornym wzrostem oporu obwodowego.
Wzrost wewnatrzkomérkowego stezenia sodu prowadzi do zwigkszenia wrazliwosci Scian naczyn
krwionos$nych na dziatanie amin katecholowych i Ang II, co prowadzi do dalszego wzrostu oporu
obwodowego i1 ci$nienia tgtniczego.

Powszechnie stosowang metodg wytwarzania nadcisnienia u szczurow jest tzw. 5/6 redukcja
masy nerek, jednak jej skutkiem jest wkrétce niewydolnos¢ wielonarzadowa. W moich badaniach
zastosowatam metode opracowang wczesniej w naszym Zaktadzie, ktora prowadzi do wyraznego
nadci$nienia, poréwnywalnego z obserwowanym w modelu Golblatta (patrz nizej). Zwierzgta
utrzymywane s3 na dwutygodniowej diecie wysokosodowej (4% NaCl), co samo w sobie nie
wywotuje widocznego nadci$nienia. Dlatego szczurom usuwa si¢ jedng nerke; kombinacja wysokiej

podazy sodu i nefrektomii powoduje rozw6j nadci$nienia po dwoch tygodniach [Badzynska

i Sadowski, 2004].

3.2. Model Goldblatta, czyli nadcisnienie naczyniowo-nerkowe

Nadcisnienie naczyniowo-nerkowe jest najczestsza postacia wtornego nadcisnienia
tetniczego o potencjalnie usuwalnej przyczynie, a spowodowane jest nadmiernym wytwarzaniem
reniny przez niedokrwiong nerke z powodu zwezenia tetnicy nerkowej [Derkx i Schalekamp, 1994;
Ram, 1997]. Etiologicznie u ludzi zwg¢zenie tetnicy nerkowej jest czesto nastgpstwem stanu
patologicznego, jak rozw6j miazdzycy (u osob po 50 roku zycia) lub dysplazji widknisto-
mig$niowe] (zwlaszcza u milodych kobiet). Inne, rzadziej wystgpujace, przyczyny nadcisnienia

naczyniowo-nerkowego to np. uszkodzenie tetnicy nerkowej, zakrzepice czy zatory (czynniki
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wewnatrzpochodne) lub opadanie nerki czy guzy chromochionne nadnercza (czynniki
zewnatrzpochodne).

Bezposredni zwiazek miedzy cisnieniem krwi a zmianami w ukrwieniu nerki, zwiaszcza jej
niedokrwieniem, zostat udowodniony przez Goldblatta i wsp., ktorzy w 1934 roku po raz pierwszy
opracowali model doswiadczalny nadcisnienia naczyniowo-nerkowego. W swoim klasycznym
doswiadczeniu Goldblatt wykazal, ze niedokrwienie nerki u psa poprzez zatozenie zacisku na
tetnicy nerkowej przy rownoczesnym usunig¢ciu drugiej nerki prowadzi do powstania nadcisnienia
tetniczego. Co ciekawe, u psa zaci$nigcie jednej tetnicy nerkowej przy nienaruszonej drugiej nerce
pozostawalo bez wplywu na cisnienie tetnicze krwi lub powodowalo jedynie przemijajacy jego
wzrost. Stopien rozwoju nadci$nienia uzalezniony byt od stopnia zwezenia jednej lub obu tetnic
nerkowych. W przypadku bardzo silnego zwezenia obu tetnic lub jednej z nich z rownoczesnym
usunieciem drugiej nerki dochodzilo do powstania nadci$nienia zlosliwego z objawami
niewydolnosci nerek [Goldblatt i Lynch, 1934].

W 1939 roku Wilson 1 Byron wywofali cigzkie 1 dlugotrwate nadci$nienie u szczura za
pomoca zwezenia jednej tetnicy nerkowej, przy czym w odroznieniu od psa czy krolika
nadci$nienie to udalo si¢ wywolal przy nienaruszonej drugiej tetnicy nerkowej. Stwierdzono
rozwo6j zmian naczyniowych w nerce z prawidlowg tetnicag nerkowa, natomiast w poczatkowym
okresie takich zmian nie stwierdzono w nerce niedokrwionej. Wynikalo z tego, ze zwezenie $wiatta
tetnicy nerkowej chroni w pewnym stopniu uklad naczyniowy niedokrwionej nerki przed
powiklaniami rozwijajacego si¢ nadci$nienia [Cerqua i Samaan, 1939]. U szczura, podobnie jak
u cztowieka juz przy zwezeniu tetnicy jednej nerki i bez zmian w drugiej nerce dochodzi do
rozwoju nadci$nienia naczyniowo-nerkowego. W trakcie kolejnych badan stwierdzono, ze przebieg
i mechanizm nadci$nienia r6znig si¢ istotnie zaleznie od typu zastosowanej ingerencji. W modelu
2k1c z dwiema nerkami (ang. two-kidney one-clip) dochodzi do zwigkszenia aktywnos$ci reninowej
osocza 1 poziomu aldosteronu (szczeg6lnie w pierwszej fazie choroby), natomiast w modelu 1klc
bez jednej nerki (one-kidney one-clip) aktywnos¢ reniny w osoczu jest prawidtowa [Wales i Tange,
1971], a o wzroscie cisnienia decyduje zwigkszona objeto$¢ wewnatrznaczyniowa [Brunner i wsp.,
1971; Koletsky i wsp., 1971]. Dlugotrwale zwe¢zenie t¢tnicy nerkowej w  warunkach
doswiadczalnych prowadzi do zaniku nerki niedokrwionej oraz do przerostu drugiej nerki. Badania
Wilsona i Byrona (1941) wykazaly, ze usuni¢cie u szczura nerki ze zwezong tetnica nerkowa,
w momencie gdy zmiany patologiczne w drugiej nerce nie sg jeszcze zaawansowane, powoduje
obnizenie a nawet normalizacje ci$nienia krwi. Co wiecej, samo usunigcie zacisku z tgtnicy moze
znormalizowa¢ cis$nienie krwi, o ile zmiany w drugiej nerce nie s3 zaawansowane. Jednak gdy
zmiany w drugiej nerce s3 juz nasilone, to usuniecie niedokrwionej nerki nie powoduje juz

obnizenia ci$nienia krwi tetniczej, a nawet moze spowodowac jego podwyzszenie.
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W patogenezie nadcisnienia naczyniowo-nerkowego zasadnicza role odgrywa uktad renina-
angiotensyna-aldosteron (RAAS). Mechanizm nadcisnienia naczyniowo-nerkowego zalezy od
aktywacji RAAS przez niedokrwiong nerke, co mialoby zapobiec spadkowi filtracji w narzadzie.
Uposledzenie perfuzji nerki wigze si¢ takze z rozrostem aparatu przyklebuszkowego [Hackam
i wsp., 2007] i zwiekszonym powstawaniem naczyniokurczgcej angiotensyny II. Jak opisano wyzej
(patrz rozdziat 1.4 i 1.5) Ang II aktywuje catly szereg uktadéw regulacyjnych i prowadzi do wielu
zmian odpowiadajacych za nadciSnienie lub mu towarzyszacych. W dalszej perspektywie
rozwijajagcego si¢ stanu patologicznego nieskompensowany wzrost wolemii moze prowadzi¢ do
zaostrzen zastoinowej niewydolnos$ci serca, wlacznie z nawracajagcymi obrzekami ptuc.

Jak wynika z badan w do$wiadczalnym nadci$nieniu naczyniowo-nerkowym, stwierdza si¢
nie tylko zwigkszenie aktywnos$ci reninowej krazacego osocza, ale tez zwigkszong aktywnos$¢
RAAS w $cianie naczyn krwiono$nych. Moze to $wiadczy¢ o znaczeniu miejscowego wytwarzania
reniny 1 roli tkankowych ukladow RAAS w patogenezie w tej postaci nadci$nienia tetniczego
[Covic i Gusbeth-Tatomir, 2009].

Réwnoczesnie ale takze niezaleznie od nadci$nienia obserwuje si¢ postepujace uposledzenie
funkcji nerki [Chonchol i Linas, 2006]. Stopniowo dochodzi do zmniejszania si¢ wielko$ci nerki,
Scienczenia (zmniejszenia grubosci) warstwy korowej, w drugiej nerce moze za$ dojs¢ do przerostu
wyréwnawczego. Atrofia postepuje szczegdlnie gwattownie przy catkowitym zamknigciu tetnicy
nerkowej, jednak nawet niecatkowite zajecie naczynia powoduje zanik migzszu nerkowego. Proces
ten cze$ciowo spowodowany jest martwicg komorek tworzgcych nefrony w prostym mechanizmie
niedoboru tlenu [Gobé i wsp., 1990]. Wiekszos¢ krwi doprowadzanej przez te¢tnice nerkowa to
krew potrzebna do zachowania wilasciwe;j filtracji, a mniej niz 10% tlenu dostarczanego przez nig
jest niezbedne dla zachowania prawidlowego metabolizmu nerki. Zmiany dotykaja tez drugg nerke,
w ktorej dochodzi stopniowo do procesow szkliwienia oraz przerostu tkanki lacznej. Ogoét tych
procesow okreslamy pojeciem nefropatii niedokrwiennej, ktora bezposrednio wynika ze zwezenia
tetnicy nerkowej [Chonchol i Linas, 2006].

W  patogenezie nadci$nienia naczyniowo-nerkowego dochodzi takze do aktywacji
czynnikdéw naczyniorozszerzajacych o wlasciwosciach antymitogennych. W przebiegu tej postaci
nadci$nienia tetniczego zwicksza si¢ sekrecja prostaglandyn, przedsionkowego peptydu
natriuretycznego (ANP) i adrenomeduliny przez niedokrwiona nerk¢. Prawdopodobnie jest to
mechanizm wyrownawczy, ktory przeciwdziata wzrastajacemu ci$nieniu krwi [Chonchol i Linas,
2006].

Mechanizm rozwoju nadcisnienia naczyniowo-nerkowego zalezy od rodzaju zmian

w tetnicach nerkowych. W przypadku jednostronnego zwezenia tetnicy nerkowej gtowna przyczyna
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rozwoju nadcisnienia jest wzmozona aktywnos¢ ukladu renina-angiotensyna-aldosteron. W tej
postaci nadci$nienia, gdzie kluczowa jest zwigkszona aktywno$¢ reninowa i zwigkszone
wydzielanie Ang II, podanie antagonistow Ang II powoduje obnizenie ci$nienia tetniczego.
W przypadku obustronnego zwezenia, gtowna role odgrywaja mechanizmy zwigzane
Z zatrzymywaniem sodu.

Opracowano techniki doswiadczalnego wytwarzania nadcisnienia naczyniowo-nerkowego,
ktorych wspolng cecha jest wywotanie niedokrwienia nerki poprzez zalozenie réznego typu
zaciskow na tetnice nerkowa zwierzat doswiadczalnych. Za znamienne zwezenie tetnicy nerkowej,
ktore wigze si¢ z istotnym spadkiem przeptywu krwi przez naczynie, uwaza si¢ zwezenie
przekraczajace 70-80% S$rednicy naczynia, a 50-70% redukcja Srednicy ma juz powodowa¢ zmiany
potencjalnie istotne. Zmiany na skutek zwezenia tetnicy nerkowej moga dotyczy¢ uposledzenia
czynnosci wydalniczej, endokrynnej oraz homeostatycznej nerek. Dochodzi takze do rozwoju
nefropatii niedokrwiennej, czyli zmniejszenia przesgczania klebuszkowego, co ostatecznie moze

prowadzi¢ do schytkowej niewydolnosci nerek [Ploth, 1983].

3.3. Nadcis$nienie o podlozu genetycznym

Patogeneza nadcisnienia tetniczego ma charakter ztozony i wieloczynnikowy, prawie 95%
wszystkich przypadkow nadcisnienia nadal pozostaje niewyjasniona. Wyniki najnowszych badan
podkreslaja znaczenie czynnika genetycznego w patogenezie nadci$nienia tetniczego [Butler, 2010;
Ehret 1 Caulfield; 2013]. Jednym z najwazniejszych doswiadczalnych modeli genetycznie
uwarunkowanego nadcis$nienia tetniczego sg spontanicznie rozwijajace nadcisnienie szczury SHR.
Pod wzgledem przebiegu, zmian aktywnosci uktadéw regulujacych wielkos¢ cisnienia Krwi oraz
przebiegu zmian narzagdowych nadcisnienie tetnicze u tych szczuréw jest podobne do zaburzen
wystepujacych w nadcisnieniu pierwotnym u cztowieka.

Szczep szczuréw SHR wyhodowano na Uniwersytecie w Kyoto (Kyoto School of Medicine)
w Japonii w 1963 z tych niekrewniaczych szczurow Wistar Kyoto (WKY), ktore charakteryzowaty
si¢ podwyzszonym ci$nieniem krwi [Okamoto 1 Aoki, 1963; Okamoto i wsp., 1972; Adams i wsp.,
1989]. Krzyzowanie bylo na tyle skuteczne, Ze juz w trzecim pokoleniu dato niemal 100% pewnos¢
wystgpienia nadci$nienia u potomstwa [Okamoto i1 Aoki, 1963]. Szczury szczepu SHR zyja
przecigtnie od 1 do 2 lat, natomiast szczury WKY, z ktorych SHR zostaly wyselekcjonowane, zyja
ok. 2,5 do 3 lat [Folkow, 1982].

Cho¢ nadcisnienie o podlozu genetycznym determinowane jest poligenicznie [Tanase
i Suzuki 1971; Yen i wsp., 1974], to jednak tak szybki rezultat selektywnej hodowli w kierunku

wyzszego ciSnienia krwi wskazuje, ze tylko kilka loci (obszarow) genetycznych na chromosomach
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bylo zaangazowanych w wytworzenie nadci$nienia w tym szczepie szczuréw. Wedhig danych
literaturowych prawdopodobnie jest ich od 2 do 4 [Tanase i Suzuki, 1971; Yen i wsp., 1974;
Yamamoto i wsp., 2013], w tym przynajmniej jeden autosomalny i drugi zlokalizowany na
chromosomie Y [Suzuki i wsp., 1987; Ely i wsp., 1993].

Migdzy 7 a 15 tygodniem zycia szczury szczepu SHR w sposob spontaniczny rozwijaja
nadcisnienie tetnicze [Trippodo i wsp., 1981; Folkow, 1982]. Zespot Okamoto wykazal, ze
u szczurow SHR rozwoj nadci$nienia zaczyna si¢ okolo 5-6 tygodnia zycia osiggajac wartosci
skurczowego ci$nienia tetniczego krwi miedzy 180 a 200 mm Hg, w fazie nadci$nienia ustalonego.
Posta¢ nadci$nienia u tych szczurdw wykazuje wiele cech nadci$nienia na tle catkowitej
niewydolnosci nerek. Dochodzi do niewydolnoS$ci i przerostu migsnia sercowego oraz glebokiego
zaburzenia czynnosci nerek [Yamamoto i wsp., 2013]. Poczawszy od 40 do 50 tygodnia Zycia,
szczury SHR rozwijaja cechy chorob uktadu krazenia, takie jak przerost $ciany naczyn i serca
[Conrad i wsp., 1995].

Samce szczuréw SHR szybciej rozwijaja nadci$nienie niz samice. Wysokie ci$nienie
skurczowe krwi, rzedu 170 mm Hg samce osiggaja juz ok. 10 tygodnia zycia [Tanase i Suzuki,
1971]. Wedlug Yamori (1984), szczury majg utrwalone nadcis$nienie krwi w wieku 7-15 tygodni.
Ostatecznie samce mogg osiggna¢ wartosci skurczowego cisnienia krwi nawet powyzej 250 mm
Hg, podczas gdy samice nie przekraczajag 180mm Hg [Roba, 1976].

Zmiany histopatologiczne nerek pojawiajg si¢ u samcoOw ok. 8 miesigca zycia, a u samic
dopiero po 12-15 miesigcach zycia. Samice zyja dtuzej niz samce [Wexler i wsp., 1981]. Nastepuje
przerost $cian naczyn krwionosnych, ktéry poglebia si¢ z wiekiem [Smith 1 Hutchins, 1979]. Ten
model genetyczny charakteryzuje si¢ takze zwiekszonym obwodowym oporem naczyniowym przy
zachowaniu prawidlowych wartosci pojemnosci minutowej serca (ang. cardiac output).

Wiele badan wskazuje na istotne znaczenie komponentu neurogennego w patogenezie
nadci$nienia tetniczego szczurow SHR. Praca Gray’a (1984) wskazuje, ze uklad wspotczulny
rozwija si¢ szybciej u szczuréw SHR w porownaniu do WKY. Aktywno$¢ uktadu wspodtczulnego
w szczepie SHR jest zwigkszona. Cho¢ u szczuréw SHR do 15 tygodnia Zycia aktywno$¢ nerwow
wspofczulnych jest hamowana poprzez wzrost stymulacji baroreceptorow (tak jak u szczurow
Wistar Kyoto), to juz u starszych osobnikow, u ktorych doszlo do utrwalenia nadci$nienia
tetniczego, obserwuje si¢ utrat¢ zdolnosci do takiego hamowania nerwow wspotczulnych
[Campbell 1 wsp., 1995]. W genetycznym modelu nadci$nienia wystgpuje zwigkszona czgstosé
skurczéw serca, obserwuje si¢ wyrazne ostabienie odruchu z baroreceptorow 1 zaburzenie
osrodkowej regulacji ci$nienia tetniczego. Stwierdzono takze zwiekszenie liczby receptorow dla
Ang II i wzrost stezenia peptydow opioidowych, natomiast zmniejszeniu ulega liczba receptorow

dla ANP [Campbell i wsp., 1995; Yamamoto i wsp., 2013]. W mozgu zaobserowano zmniejszenie
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zawarto$ci wazopresyny przy jednoczesnym wzroscie tempa obrotu noradrenaliny w osrodkowym
ukadzie nerwowym. Stezenie reniny w mozgu jest podwyzszone, a osrodkowe podanie
antagonistow Ang II skutkuje obnizeniem ci$nienia tetniczego krwi do wartosci prawidlowych
[Campbell i wsp., 1995]. Przeptyw krwi przez mézg w modelu genetycznym nadci$nienia jest
utrzymywany w normie jak u osobnikow z prawidlowym ci$nieniem krwi, co oznacza, ze opor
naczyniowy w krazeniu moézgowym szczuré6w SHR wzrasta proporcjonalnie do ci$nienia t¢tniczego
krwi. Innym wyrazem przystosowania kragzenia mézgowego do nadci$nienia tetniczego u szczurow
SHR jest zachowanie autoregulacji przeplywu z jednoczesnym przesunieciem jej granic w kierunku
wyzszych wartosci ci$nienia. Takie przesunigcie granic autoregulacji, ktore jest korzystnym
przystosowaniem naczyn krwiono$nych moézgu do nadci$nienia, moze skutkowa¢ niekorzystnymi
konsekwencjami w postaci uposledzonej tolerancji na leki hipotensyjne, zwlaszcza u starszych
osobnikow [Campbell i wsp., 1995].

Zwigkszenie oporu naczyniowego 1 przesunig¢cie granic autoregulacji sg zwigzane ze
zmianami strukturalnymi w naczyniach. We wczesnym etapie rozwoju nadci§nienia zmiany te
polegaja na hipertrofii komorek miesni gladkich 1 przemodelowaniu $ciany naczyn krwiono$nych.
Taka hipertrofia u SHR prowadzi do zwigkszenia grubosci $ciany naczyniowej oraz do
zmniejszenia S$rednicy wewnetrznej naczynia. Obserwuje si¢ zmniejszenie $wiatla naczynia
1 zwigkszenie oporu naczyniowego. Podczas gdy hipertrofia i zwigzane z nig zmniejszenie
podatnosci §ciany naczyniowej na czynniki naczynioaktywne dotyczy przede wszystkim wigkszych
naczyn w narzadach, o tyle przemodelowanie naczynia (zwigkszenie oporu naczyniowego) sg
gldwnymi zmianami wyst¢pujacymi w matych te¢tniczkach oporowych nerek, mézgu czy serca.
Powyzsze zmiany strukturalne sg z jednej strony korzystne ze wzglgdu na ochrong najmniejszych
naczyn mikrokrazenia, ale z drugiej strony uposledzaja zdolno$¢ naczyn oporowych do
maksymalnego rozszerzenia, a wigc do maksymalnego zwigkszenia przeptywu krwi. Upos$ledzenie
zdolno$ci naczyn do maksymalnego zwickszenia przeptywu krwi wydaje si¢ by¢ istotng przyczyna
duzej wrazliwosci na ogniskowe niedokrwienie narzadow u szczuréw SHR [Zhang-James i wsp.,
2013].

Rozwdj nadcisnienia u SHR jest skorelowany z uszkodzeniem nerek. Szczury SHR maja
mniej kilebuszkow nerkowych niz WKY i cho¢ sa one podobnej wielkosci u obu szczepdéw to
jednak roznica w ich liczbie skutkuje mniejszg sprawnoscia filtracyjng narzadu [Hultstrom; 2012].
Fakt ten jest zgodny z hipoteza, ze nerki pelnia istotng role w patogenezie nadci$nienia tgtniczego
u szczurow SHR [Skov i wsp., 1994]. Transplantacja nerki ze szczura SHR do normotensyjnego
szczura stada Wistar powoduje wzrost cisnienia krwi u biorcy. Zabieg odwrotny, czyli
przeszczepienie nerki ze szczura Wistar do szczura szczepu SHR normalizuje cisnienia krwi

u biorcy [Kawabe i wsp., 1978]. Dzieje si¢ tak rowniez w przypadku transplantacji do szczura SHR
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w fazie rozwoju nadci$nienia: ci$nienie krwi réwniez normalizuje si¢ w pdzniejszym wieku biorcy,
co wskazuje na podstawowsa role nerek w rozwoju nadcisnienia tetniczego u szczuréw SHR [Rettig
1993].

U szczuréw SHR wystepuje takze zwickszona aktywno§¢ nerkowych nerwow
wspoélczulnych, ostabiona aktywno$¢ ukladu kalikreina-kinina, podwyzszona synteza tromboksanu,
zwickszony metabolizm kwasu arachidonowego poprzez szlak monoaminooksygenzy cytochromu
P-450 oraz zwigkszone wydzielanie wazopresyny [Xiao i wsp., 2010]. Wspdlnie czynniki te
powoduja zwigkszenie zatrzymania sodu i wody w organizmie oraz prowadza do zwickszenia
napigcia mig$ni gladkich naczyn. We wczesnym okresie zycia skurcz naczyn u tych zwierzat
prowadzi do funkcjonalnego uposledzenia mikrokrazenia, a w pdzniejszym etapie zycia do zaniku 1
rzeczywistego uszczuplenia liczby naczyn mikrokrazenia. Ogolnie rzecz biorgc, naczynia w tym
modelu charakteryzuja si¢ zwigkszonym napigciem neurogennym, dochodzi tez do przerostu ich
$cian [Hultstrom; 2012].

Szczury SHR charakteryzuja si¢ podwyzszong reaktywnos$cig naczyn na dziatanie substancji
presyjnych, jak np. Ang Il, ale wzrasta u nich tez wrazliwo$¢ na dzialanie substancji
naczyniorozszerzajacych, np. przedsionkowego peptydu natriuretycznego (ANP, ang. atrial
natriuretic peptide). Stezenie Ang II, wazopresyny i endoteliny u szczuréw SHR jest podwyzszone
[Xiao i wsp., 2010]. Blokada obwodowych receptorow wazopresyny skutkuje znacznym
obnizeniem cis$nienia tetniczego krwi. Podobne dziatanie u tych szczurow wywotuje blokada
obwodowych receptorow Ang II lub ACE. Na podstawie badan in vitro stwierdzono mniejsza
efektywnos$¢ dziatania naczyniorozszerzajacych czynnikdw pochodzenia $rédblonkowego. Nie
wiadomo jednak, czy przyczyng ich stabszego dzialania jest ich mniejsze wytwarzanie czy moze
utrudnione warunki przejscia z komodrek srodbtonka do migéni gladkich naczyn, co moze miec
zwigzek z przerostem $ciany naczyn [Hultstrom; 2012].

Cho¢ szczep SHR wyselekcjonowany zostat ze szczepu WKY w kierunku wysokiego
cisnienia krwi, by poshuzy¢ do badan nad nadcisnieniem tetniczym, szczury te sg takze stosowane
jako model zespotu nadpobudliwosci psychoruchowej z deficytem uwagi (ADHD, ang. Attention
Deficit Hyperactivity Disorder) oraz w badaniach nad Igkiem [Sagvolden i wsp., 2009]. Szczury
SHR charakteryzuja si¢ oporno$cig na insuling i sg rowniez dobrym modelem dla badania
insulinoopornosci w nadcisnieniu tetniczym u nieotytych pacjentow [Swislocki i Tsuzuki, 1993]. Ze
szczepu WKY wyselekcjonowano takze kilka podszczepow SHR: szczury podatne na udar mézgu
(ang. Spontaneously Hypertensive Stroke Prone Rat, SHR-SP), na chorobe niedokrwienng serca
(ang. Spontaneously Hypertensive Multiple Smooth Muscle microRNA rats, SHR-MIR) oraz na
miazdzyce (ang. Spontaneously Hypertensive Arteriolipidosis-prone rats, SHR-ALR). Wiadomo, ze

chorzy z nadci$nieniem nie stanowia jednorodnej grupy pod wzgledem etiologii choroby, jednak
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modele nadci$nienia skupiajace si¢ na poszczegoélnych czynnikach w powstawaniu nadci$nienia
tetniczego daja szanse na sprawdzenie jaki jest rzeczywisty udziat tych poszczegolnych czynnikow

w patogenezie nadci$nienia.
4. Peptydowe inhibitory konwersji angiotensyny |

4.1. Mechanizm dzialania peptydowych inhibitorow ACE w terapii nadci$nienia t¢tniczego

Dziatanie peptydéw o potencjale inhibitoréw ACE jest zwigzane z hamowaniem syntezy
Ang 1I, ktora jest bezposrednio odpowiedzialna za wzrost ci$nienia tetniczego krwi oraz
obnizeniem tempa rozktadu bradykininy, substancji rozszerzajacej naczynia. W odniesieniu do
peptydow hamujacych ACE mowi si¢ takze o roli nefroprotekcyjnej, antyproliferacyjnej
I przeciwzakrzepowej [Konieczny i wsp., 2006].

Chociaz zalezno$¢ miedzy struktura, a funkcja dla peptydowych inhibitoréw ACE nadal nie
jest w pelni poznana, wykazuja one pewne wspodlne cechy strukturalne: sa bogate w aminokwasy
hydrofobowe | w wigkszosci oporne na dziatanie endopeptydaz przewodu pokarmowego. Moga tez
stosunkowo latwo przenika¢ ze $wiatla jelita do ukladu krwionos$nego [Kitts i Weiler, 2003].
Peptydowe inhibitory ACE sa przewaznie krotkotancuchowe (dwu- lub trzyaminokwasowe), moga
posiada¢ rozgaleziony tancuch boczny lub pierScien aromatyczny. Sg to zwykle inhibitory
kompetycyjne, ktére przylaczaja si¢ do centrum aktywnego i zmieniajac konformacje enzymu
uniemozliwiajg powstanie aktywnego polaczenia enzym-substrat. Zbudowane sg zazwyczaj z 2 do
12 reszt aminokwasowych, cho¢ zdarzajg si¢ sekwencje dtuzsze [Norris i Fitzgerald, 2013]. Te
inhibitory ACE, ktére charakteryzuja si¢ dluzsza sekwencja aminokwaséw, maja na C koncu
fancucha argining lub lizyne, a dodatni fadunek tych reszt ma znaczenie dla aktywnosci tych
peptydow [Norris i Fitzgerald, 2013]. Wykazano, ze zmiana C-koncowej reszty argininy
powodowala zanik bioaktywnos$ci peptydu, stad wniosek, ze mechanizm hamowania ACE wymaga
polaczenia inhibitora z miejscem wigzania o charakterze anionu, ktére rézni sie¢ od miejsca
katalitycznego enzymu. Taki mechanizm wiasciwy jest inhibitorom nickompetycyjnym. Inhibitor
niekompetycyjny wiaze si¢ w zupetnie innym miejscu enzymu niz centrum aktywne i centrum
allosteryczne 1 jest to typ inhibicji odwracalnej. Po zwigzaniu si¢ z enzymem w miejscu innym niz
centrum aktywne, peptyd nadal moze zdeformowaé centrum aktywne enzymu i uniemozliwi¢
zwigzanie si¢ z substratem. Niektore z peptydowych inhibitorow ACE maja C-koncowa reszte
kwasu glutaminowego, ktéra wykazuje zdolnos$¢ chelatowania jonu cynku, czyli sktadnika centrum
katalitycznego ACE. W ten sposob zwigzanie peptydu z jonem cynku unieczynnia enzym
konwertujacy. Wiele peptydow pochodzacych z zywnosci zawiera takze C-koncowa reszte proliny,

natomist na N-koncu znajduje si¢ przewaznie izoleucyna lub walina [Iwaniak, 2011].
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Zaleznie od sposobu wigzania peptydu z ACE, inhibitory te mozna podzieli¢ na trzy grupy.
W pierwszej grupie sg tzw. prawdziwe inhibitory (ang. true inhibitors type). Ich aktywno$¢ nie
ulega zmianie pod wptywem hydrolizy przez ACE lub inne enzymy proteolityczne do krotszych
fragmentow. Druga grupe stanowig inhibitory substratowe (ang. substrate inhibitors type), ktorych
aktywno$¢ ulega ostabieniu pod wplywem zwigzania z ACE. Ostatnig kategoric peptydow
hamujacych enzym konwerujacy stanowig tzw. proleki (ang. pro-drug inhibitors type), ktore pod
wplywem dziatania enzyméw trawiennych przewodu pokarmowego lub po zwigzaniu si¢ z ACE
ulegaja przeksztatceniu do aktywnych inhibitorow. Bioaktywne peptydy moga by¢ uwolnione
z bialkowych prekursorow (prolekéw) réwniez podczas procesow fermentacji dzigki aktywnosci
proteolitycznej mikroorganizméw lub w wyniku enzymatycznej hydrolizy in vitro. Z badan
przeprowadzonych in vivo na szczurach SHR wynika, Ze tylko peptydy z pierwszej i ostatniej grupy
wykazujg zdolno$¢ obnizania ci$nienia krwi [Ryan 1 wsp., 2011]. Przykfadem ostatniego typu
peptydu (proleku) jest sekwencja LKPNM (Leucyna-Lizyna-Prolina-Asparagina-Metionina)
pozyskiwana z bialek sardynki, ktora ACE hydrolizuje do tripeptydu LKP (Leucyna-Lizyna-
Prolina), posiadajacego osmiokrotnie wyzszg aktywno$¢ niz wyjsciowy prolek [Fujita i Yoshikawa,
1999].

Wigkszos¢ peptydowych inhibitorow ACE (przewaznie dlugotancuchowych) wykazuje
najwigksza aktywno$¢ biologiczng przy podaniu doustnym, natomiast podanie dozylne czgsto
wymaga wczesniejszego  potraktowania preparatem  mikrobiologicznym <z enzymami
hydrolitycznymi lub enzymami przewodu pokarmowego (pepsyna, chymotrypsyna). W badaniach
Mollera 1 wsp. (2008) podawano doustnie biatka z zottka jaj, ktoére wykazywaty w ustroju dziatanie
hipotensyjne. Jednak przy podaniu dozylnym niezbedne okazato si¢ trawienie enzymami
proteolitycznymi, ktore uwolnity z biatek niskoczasteczkowe oligopeptydy. Dozylne podanie
szczurom roztworu tych oligopeptydow powodowato obnizenie skurczowego i rozkurczowego
ci$nienia krwi o 10%. Objetos¢ mieszanki wynosita 5 ml/’kg masy ciala, co odpowiadato az 500 mg
hydrolizatu/kg masy ciata.

Z bialek rzepaku poddanych dziataniu subtylizyny takze wyizolowano krétkotancuchowe
aktywne peptydy: 1Y (lzoleucyna-Tyrozyna), RIY (Arginina-l1zoleucyna-Tyrozyna), VWV
(Walina-Tryptofan-Walina), WIS (Tryptofan-1zoleucyna-Seryna). Jak wykazaty badania [Korhonen
i Pihlanto, 2006] peptydy te byly odporne na dzialanie enzymoéw proteolitycznych przewodu
pokarmowego, a dozoladkowa dawka 150 mg/kg masy ciata obnizala ci$nienie krwi u szczura i to
znacznie szybciej niz po podaniu dozylnym.

Pomimo szeroko zakrojonych badan, biologiczna aktywnos$¢ peptydow hamujacych ACE
stwierdzona w warunkach in vitro, nie zawsze przeklada si¢ na efekty biologiczne in vivo.

Przyczyna sa ztozone mechanizmy molekularne absorpcji i transportu biopeptyddéw oraz podatnosé
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peptydéw na hydroliz¢ do nieaktywnych fragmentow w ustroju [Hernandez-Ledesma i wsp. 2007].
Zasadnicze znaczenie dla efektu fizjologicznego ma zachowanie stabilnej, natywnej struktury
peptydoéw podczas interakcji z docelowym receptorem/enzymem. Stwierdzono, ze obecnos¢ proliny
na C-koncu peptydu moze wykazywac dzialanie protekcyjne i chroni¢ peptyd przed hydroliza
enzymatyczng w ukladzie pokarmowym i posrednio wpltywaé na jego biodostepnos¢ [Segura-
Campos i wsp., 2011]. W badaniach dotyczacych mechanizmu transportu bioaktywnych peptydow
z zastosowaniem linii komérkowej Caco-2 wykazano, ze peptydy antyhipertensyjne np. IPP
(1zoleucyna-Prolina-Prolina) i VPP (Walina- Prolina-Prolina) zachowujg stabilng strukture podczas
przenikania przez monowarstw¢ nablonka. Udowodniono, ze efektywnos$¢ transportu zalezy od
tadunku, masy czgsteczkowej oraz hydrofobowosci peptydow [Sienkiewicz-Sztapka i wsp., 2009].
W badaniach z wykorzystaniem szczuréw z genetycznie uwarunkowanym nadci$nieniem tetniczym
(SHR) wykazano, ze trojpeptydy IPP oraz VPP sg wchlaniane z pozywienia w przewodzie
pokarmowym, czego potwierdzeniem byta ich obecno$¢ w aorcie brzusznej oraz obnizenie

cisnienia tetniczego krwi u badanych zwierzat [Kawaguchi i wsp., 2012].

4.2. Syntetyczne inhibitory ACE stosowane w leczeniu nadci$nienia i ich dzialania

niepozadane

Inhibitory konwertazy angiotensyny I (ACE1) to jedna z najwazniejszych wspotczesnych
grup lekéw w terapii nadci$nienia tetniczego, wcigz znajduje si¢ dla nich kolejne zastosowania
1 dowodzi korzystnych wiasciwosci. Dziatanie ACEi polega nie tylko na hamowaniu powstawania
naczyniokurczacej Ang II, ale takze zapobiega rozkladowi dzialajacej naczyniorozszerzajaco
bradykininy. Ponadto zahamowanie szlaku powstawania Ang II powoduje przeksztalcanie Ang I
w Ang 1-7, o dzialaniu przeciwstawnym do Ang II. Inhibitorom ACE przypisuje si¢ nie tylko
dziatanie  hipotensyjne, ale rowniez antyproliferacyjne, nefroprotekcyjne, a nawet
przeciwzakrzepowe.

Jednak pomimo wielokierunkowych korzystnych efektow przyjmowanie ACEi przez
pacjentow z nadci$nieniem tetniczym moze skutkowaé pojawieniem si¢ dzialan niepozadanych ze
strony uktadu oddechowego, pokarmowego, moczowego, nerwowego czy tez moze dojs¢ do
zaburzen gospodarki wodno-elektrolitowej. Obserwowane s3a takze takie niepozadane efekty
przyjmowania ACEi jak: zmgczenie, zawroty glowy, reakcje skorne jak wysypka (kaptopryl,
lizynopryl), $wiad, pokrzywka, nadmierne wypadanie wlosow czy nadwrazliwo$¢ na $wiatlo
[Konieczny i wsp., 2006; Iwaniak i wsp., 2013].

Najczestszy objaw ze strony uktadu oddechowego to wilasnie suchy kaszel, ktory jest

stosunkowo czestym dziataniem niepozadanym ACEi i uniemozliwia przewlekle stosowanie tych
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lekow u niektérych chorych. Objaw ten jest wynikiem wzrostu stezenia bradykininy oraz substancji
P w oskrzelach na skutek zmniejszenia aktywnosci ACE (pacjenci powyzej 60. roku zycia)
[Iwaniak i wsp., 2013].

Do zaburzen w funkcjonowaniu ukladu pokarmowego z powodu przyjmowania przez
pacjentow ACEi zaliczy¢ nalezy wymioty, nudno$ci, zaparcia lub przeciwnie, biegunki oraz
zaburzenia smaku. Zdarzaja si¢ takze uszkodzenia watroby, zwlaszcza u pacjentéw leczonych
enalaprylem. Z kolei wigkszo$¢ dostgpnych na rynku ACEi moze prowadzi¢ do ostrego zapalenia
trzustki [Konieczny i wsp., 2006].

Leczenie nadcis$nienia tegtniczego ACEi1 moze powodowaé wzrost stezenia mocznika
1 kreatyniny w surowicy $wiadczacy o zaburzeniach w czynnosci nerek. Jest to szczegodlnie
niebezpieczne u pacjentdw cierpigcych na ich niewydolnos¢ [Konieczny i wsp., 2006].

Leczenie inhibitorami ACE moze takze prowadzi¢ do zaburzen gospodarki wodno-
elektrolitowej. Zalecane jest, aby pacjenci z niewydolnoscig nerek kontrolowali stezenie potasu
W surowicy krwi, poniewaz na skutek terapii ACEi1 moze doj$¢ do hiperkalemii (wzrostu st¢zenia
potasu we krwi powyzej wartosci 5,5 mmol/l). Z kolei pacjenci cukrzycowi leczeni ACE1 muszg
liczy¢ si¢ z ryzykiem wystgpienia hipoglikemii, poniewaz ACEi wplywaja na zmniejszenie
insulinoopornosci [ Konieczny i wsp., 2006].

W badaniach na ludziach z wykorzystaniem kaptoprylu i innych inhibioréw ACE coraz
czgsciej zwraca si¢ uwage na fakt, ze wcigz pozostaje duza pula Ang II, ktorej nie sposob
zredukowac¢ poprzez zastosowanie samych inhibitoréw ACE [Hollenberg i wsp., 1998]. Od kiedy
Okunishi i wsp. (1984) wykazali w badaniach in vitro (w $cianie naczyn krwionosnych u ludzi)
istnienie alternatywnego wobec ACE enzymu, ktory roéwnie skutecznie co ACE konwertuje Ang I
do Il, lokalne szlaki syntezy Ang II sg punktem zainteresowan naukowcoéw i sklaniajg do
poszukiwah nowych metod terapii nadci$nienia t¢tniczego krwi.

Warto zwroci¢ takze uwage, ze alternatywne szlaki przemiany Ang I w Ang Il (tkankowe
RAAS), ktore nie sa hamowane przez inhibitory ACE, stanowia potencjalne ograniczenie
skutecznosci diugotrwatego stosowania ACEi, poniewaz dochodzi do zwigkszenia aktywnos$ci
lokalnych, ACE-niezaleznych szlakow syntezy Ang Il w réznych tkankach w organizmie.

Obecny stan wiedzy 1 badan doswiadczalnych dotyczacych alternatywnych drog

powstawania peptydow hormonalnych RAAS przedstawiono wcze$niej, w rozdziatach 2.1 12.2.

4.3. Naturalne peptydy pochodzace z bialek ZywnoSci obnizajace ciSnienie tetnicze krwi

Pozywienie nie jest tylko zrodlem energii i skladnikow odzywczych o tradycyjnie

pojmowanej roli zaspokojenia potrzeb pokarmowych organizmu;, podstawowym Kkryterium oceny

52



wartosci odzywczej zawartego w nim biatka jest sklad aminokwasowy oraz przyswajalnosé
aminokwasow egzogennych dla czlowieka. Ostatnio zaproponowano dodatkowe kryterium oceny
biatek, jakim jest mozliwo$¢ uwalniania biologicznie aktywnych peptydéw podczas enzymatycznej
hydrolizy bialek; peptydy te moga regulowa¢ roézne funkcje organizmu. Poniewaz nadci$nienie
tetnicze jest bardzo rozpowszechniong chorobg cywilizacyjna, wciaz poszukuje si¢ skutecznych
metod jego leczenia. Patrzac na czynniki sprzyjajace rozwojowi nadci$nienia, jak wiek,
predyspozycje genetyczne, styl zycia czy masa ciata pacjenta, uwage zwraca fakt, ze dwa ostatnie
czynniki sg dietozalezne. Z tego powodu poszukuje si¢ sktadnikéw zywnos$ci, ktore wykazuja
zdolno$¢ obnizania cisnienia krwi. Najnowsze kierunki badan skupiajg si¢ na szukaniu takich
sekwencji aminokwasowych bialek i1 peptydow pochodzacych z zywnosci, ktére miatyby potencjat
hamowania enzyméw wchodzacych w sktad RAAS. Poniewaz inhibitory konwertazy angiotensyny
sg jednymi z najczgsciej stosowanych farmaceutykoéw w leczeniu nadci$nienia, badania w duzej
mierze skupiajg si¢ na poszukiwaniu nowych peptydow przeciwnadcisnieniowych bedacych
inhibitorami ACE i one stanowig najlepiej poznang grupg takich biologicznie aktywnych peptydow.

Coraz czesciej podkresla si¢ konieczno$¢ poszukiwania nowych form dziatania
profilaktycznego, a nawet terapeutycznego w celu wspomagania leczenia choréb dietozaleznych
poprzez m.in. modyfikowanie spozywanej diety jako zrddla naturalnie wyst¢pujacych w zywnosci
zwigzkoéw bioaktywnych. Dobor odpowiedniej diety wspomagajacej leczenie farmakologiczne jest
uzasadniony zwlaszcza wtedy, gdy dziatania profilaktyczne majg na celu zapobieganie chorobom
dietozaleznym oraz nadci$nieniu t¢tniczemu, chorobom neurodegradacyjnym czy nowotworowym.
Peptydy pochodzace z zywnosci, ktore majg potencjatl hipotensyjny, moga znalez¢ zastosowanie
w produkcji tzw. zywnosci funkcjonalnej oraz nutraceutykOw wspomagajacych profilaktyke
niektorych dietozaleznych chorob cywilizacyjnych.

Na przestrzeni lat zastosowanie znalazto wiele naturalnych inhibitorow ACE, jak peptydy
pochodzace z hydrolizatow bialek Zywnosci. W oparciu o ich strukture stworzono takze wiele
zwigzkow syntetycznych [lwaniak, 2011; Pihlanto i Mékinen, 2013]. Poniewaz stosowanie
syntetycznych lekow wigze si¢ z szeregiem skutkéw ubocznych coraz powszechniej mowi sie
o stosowaniu naturalnych, hamujacych ACE peptydow z Zywnosci, ktére nie wywoluja wyzej
wymienionych efektow ubocznych. Niestety jak dotad peptydy te nie sa tez tak skuteczne jak leki
syntetyczne.

Bogatym zrédtem peptydéw obnizajacych cisnienie krwi sg zar6wno produkty pochodzenia
zwierzgcego jak i roslinnego: m. in. biatka mleka [Darewicz i wsp., 2011], surowce i produkty
roslinne (hydrolizaty glutenu pszenicy, zeiny kukurydzy, biatek ryzu, soi, gryki, kietkow pszenicy,
fasoli zwyczajnej, fasoli Adzuki, rzepaku, czosnku, ziemniakoéw), produkty zwierzece (z biatek

osocza krwi, zelatyny, drozdzy, migsa wieprzowego i drobiowego, jaj) oraz surowce pochodzace
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z organizméw morskich, np. z alg, ryb i owocow morza [Fujita i wsp., 2000; Li i wsp., 2004; Faria
I wsp., 2008; Escudero i wsp., 2010; Zhang i wsp., 2010a, b; Pihlanto i Maikinen, 2013].
W badaniach na szczurach potwierdzono wilasciwosci przeciwnadci$nieniowe owokininy 2-7
otrzymanej z owoalbuminy jaja [Yamada i wsp., 2008]. Peptydy hamujace ACE otrzymano takze
z biatek miegs$ni kurczaka rozktadanych przez termolizyne: IKW (lzoleucyna-Lizyna-Tryptofan),
LAP (Leucyna-Alanina-Prolina) i LKP (Leucyna-Lizyna-Prolina) skutecznie obnizaty rozkurczowe
ci$nienie krwi u szczuréw SHR odpowiednio 0 50, 40 i 75 mmHg po dozylnym podaniu w dawce
10 mg peptydu/kg masy ciata [Ryan i wsp., 2011]. Substancje o podobnym dziataniu znajdowane sa
takze w roslinach. Badania wykazaly, ze podczas trawienia biatek soi w przewodzie pokarmowym
ludzi i zwierzat, powstaja peptydy o sekwencjach np. VLIVP (Walina-Leucyna-Izoleucyna-Walina-
Prolina), YLAGNQ (Tyrozyna-Leucyna-Alanina-Glicyna-Asparagina-Glutamina), FF
(Fenyloalanina-Fenyloalanina), ktore wyraznie hamowaty dziatanie konwertazy angiotensyny |
[Chen i wsp., 2009]. Obecnos¢ peptydow inhibitorow ACE potwierdzono rowniez W Szpinaku;
peptydy o sekwencjach MRW (Metionina-Arginina-Tryptofan) oraz MRWD (Metionina-Arginina-
Tryptofan-Kwas asparaginowy) obnizaty ci$nienie krwi u szczuréw SHR juz po 2 h od podania
dawki odpowiednio 20 lub 30 mg peptydu/kg masy ciata [Yang i wsp., 2003].

4.3.1. Peptydy blokujace tkankowe szlaki RAAS

Obecne wielokierunkowe podejscie do leczenia chorych z nadci$nieniem tg¢tniczym jest
w coraz wigkszej mierze oparte na zrozumieniu zaburzen mechanizmow regulacyjnych,
odgrywajacych kluczowg role w zlozonej patogenezie tej choroby. Z tego powodu RAAS znalazt
si¢ w centrum zainteresowania lekarzy 1 naukowcow. Jak dotad najwiecej uwagi poswigcano
ogolnoustrojowemu RAAS, jednak, co juz obecnie wiadomo niezaleznie od klasycznego,
systemowego ukladu RAAS, bardzo waznag role odgrywaja lokalne, tkankowe RAAS, ktore
wplywaja na czynno$¢ i struktur¢ narzadow na drodze parakrynnej i dzialaja niezaleznie od uktadu
0S0CzZowego.

Cho¢ w nadcis$nieniu synteza Ang I jest ograniczona, tempo powstawania Ang II jest nadal
duze. Pomimo, Ze stopniowo dochodzi do wyciszenia ogdlnoustrojowego RAAS, w tym samym
czasie nastepuje uaktywnienie wewnatrzkomorkowych parakrynnych ukladéow - tkankowych
RAAS, co prowadzi do ponownego wzrostu stezenia Ang II. Udzial lokalnych RAAS, m.in.
w $cianach naczyn krwiono$nych moze by¢ nawet istotnijeszy niz rola ukladu systemowego
1 substancji krazacych ogolnoustrojowo. Uklady te odpowiadaja za za przewlekte i trudne do
odwrécenia zmiany lokalnego przeplywu krwi powstajace w nastepstwie zmian strukturalnych

naczyn. Wytworzona lokalnie angiotensyna II pobudza receptory tej samej komorki (dziatanie
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autokrynne) lub sasiadujacych (dziatanie parakrynne), a wytwarzana lokalnie w komorkach
srodbtonka  angiotensyna Il jest jednym z najwazniejszych czynnikow  wzrostu
wspotodpowiedzialnych za proliferacje migsniowki gtadkiej naczyn krwionosnych. Angiotensyna Il
zwicksza rowniez syntez¢ kolagenu w s$cianie naczyniowej oraz w obrgbie migsnia serca,
przyczyniajac si¢ do ich pogrubienia i sztywnienia. Nie tylko komorki naczyn, lecz takze innych
struktur w nerce, np. komorki kanalikow nerkowych, zdolne sa do syntezy elementéw lokalnego
RAAS, glownie w stanach patologicznych [Navar i wsp., 2011]. Wydaje si¢, ze lokalne
oddziatywania wewnatrzkomorkowych ukladow RAAS moga mie¢ wplyw na krazenie
ogolnoustrojowe.

W pracy Marczak i wsp. (2003) stwierdzono, ze izolowane z nasion rzepaku peptydy (VW -
Walina-Tryptofan, 1Y - lzoleucyna-Tyrozyna, VWIS - Walina-Tryptofan-Seryna-Tyrozyna oraz
RIY - Arginina-lzoleucyna-Tyrozyna) skutecznie obnizaty ci$nienie krwi, nawet o 15 mmHg,
u starszych szczurow SHR w wieku 24-28 tygodni zycia, u ktorych inhibitory ACE okazaly sie
zdecydowanie mniej efektywne. W celu sprawdzenia in vivo hipotensyjnych efektow badanych
peptydow autorzy publikacji podawali je dozotadkowo: VW, 1Y oraz RIY w dawce po 7,5 mg/kg,
natomiast VWIS w dawce 12,5 mg/kg. Kazdy z badanych peptydow wykazywat hipotensyjne

efekty i skutecznie obnizyl ciSnienie krwi u szczurow SHR o ok. 10 mmHg po 2h od podania
(p £ 0,01). Jedynie peptyd RIY istotnie obnizy? ci$nienie krwi po 4h od podania [Marczak i wsp.,

2003].

Wyniki staly si¢ przestankg do podjecia badan nad rolg tych peptydow w hamowaniu
powstawania Ang Il w szlaku zaleznym od chymazy, w tkankowych RAAS, co jest przedmiotem
uwagi niniejszej pracy. Obnizenie tkankowego powstawania Ang II, mogloby takze zapobiegaé
przebudowie tkanek w ukladzie krazenia. Niski koszt 1 tatwo$¢ pozyskania takich peptydow
z rosliny powszechnie uprawianej na calym $wiecie (rzepak, brassica napus L. var. napus)
przemawia dodatkowo za podjeciem badan nad ich przydatnoscia w walce z nadci$nieniem a takze

w profilaktyce choroby nadci§nieniowe;.
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1. Cel badan

Celem bylo zbadanie wptywu blokowania lokalnie dzialajacych enzyméw wrazliwych na
chymostatyne (takich jak chymaza i nowo opisana u szczurow elastaza-2), odpowiadajacych za
powstawanie angiotensyny II (Ang II) w tkankach, na ci$nienie krwi i funkcje nerek u szczurow
z doswiadczalnym nadci$nieniem o réznym podiozu. Poshuzono si¢ trzema modelami nadci$nienia:
(1) formg zalezng od zwigkszonego podawania sodu; (2) nadci$nieniem wywolanym zwgzeniem,
tetnicy nerkowej (model Goldblatta), oraz (3) nadci$nieniem o podlozu genetycznym (SHR),
zarowno w fazie rozwoju (7. tydzien zycia) oraz w fazie ustalonego nadci$nienia (16. tydzien

zycia).

Badania podzielono na dwie zasadnicze cze¢$ci :

Czes¢ I: Wplyw blokowania lokalnych szlakow powstawania Ang Il (za pomocg chymostatyny,
komercyjnie dostepnego inhibitora chymazy i elastazy-2) na ci$nienie tetnicze krwi, hemodynamike
I czynnos¢ wydalniczg nerek w trzech modelach nadcisnienia u szczura.

Czes¢ II: Wpltyw peptydow pochodzacych z nasion rzepaku o potencjalnym hipotensyjnym
1 hamujgcym dziataniu na tkankowe uktady RAAS, na ci$nienie tetnicze krwi oraz hemodynamike

i czynnos¢ wydalniczg nerek w wybranych (szczury SHR) modelach nadcisnienia u szczura.
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I11.  Materialy i metody

1. Zwierz¢ce modele nadcisnienia

Doswiadczenia przeprowadzano na samcach szczurow stada Sprague-Dawley oraz samcach
szczepu SHR ze zwierzetarni IMDiIK PAN. Procedury doswiadczalne zostaly zaaprobowane przez
IV Lokalng Komisj¢ Etyczna d.s. Do$wiadczen na Zwierzetach w Warszawie (Uchwata Nr 30/2011
z dnia 09.05.2011 r. do wniosku 20/2011), a nastepnie pozwolenie na wykonywanie doswiadczen

przedtuzono (Uchwata Nr 10/2014 z dnia 15.04.2014 r. do wniosku 10/2014).

1.1. Model nadcisnienia sodozaleznego

U samcow szczuréw Sprague-Dawley (masa przedoperacyjna 240+£21 g) wytworzono
nadci$nienie poprzez jednostronng nefrektomi¢ a nastepnie zwiekszong podaz sodu w diecie.
Zwierzetom w stanie u$pienia (krotkotrwata narkoza: morbital 40 mg kg™ ip., Biowet, Putawy,
Polska) w warunkach aseptycznych odstaniano z cigcia ledzwiowego prawa nerke 1 uwalniano ja
z otaczajacej tkanki thuszczowej. Nastepnie podwigzywano tetnice 1 zyle nerkowa 1 wycinano nerke.
Migsnie i skore zaszywano ni¢mi chirurgicznymi stosujgc pojedyncze szwy. Po zabiegu zwierzetom
podawano podskérnie Meloxicam (Metacam, Boehringer/Ingelheim, Ingelheim/Rhein, Niemcy, 45
ng kg™, srodek przeciwbélowy o dziataniu o$rodkowym, oraz antybiotyk Baytril (Bayer, Kiel,
Niemcy, 5 mg kg?). Po ok. 2 godzinach od podania narkozy zwierzeta budzity si¢ i wracaty do
pelnej sprawnosci motorycznej. Zwierz¢tom po przeprowadzonej jednostronnej nefrektomii
zmieniano diete ze standardowej (0,25% Na w/w) na wysokosodowa (HS, 4% Na w/w). Po 14
dniach ekspozycji na zwigkszong podaz sodu w diecie, co prowadzilo do nadcisnienia,
przeprowadzano doswiadczenia ostre na nastepujacych grupach zwierzat:
=  UNX HS+CH (n= 6) — model nadci$nienia zalezny od ekspozycji zwierzat jednostronnie

nefrektomizowanych na wysokg podaz sodu + infuzja chymostatyny;
=  UNX HS+C (n=8) — ten sam model nadci$nienia + infuzja rozpuszczalnika chymostatyny

(grupa kontrolna).

1.2.Model doswiadczalny nadcisnienia naczyniowo-nerkowego (tzw. model Goldblatta)

U samcow stada Sprague-Dawley (przedoperacyjna masa ciata ok. 180+17 g) zastosowano

tzw. model Goldblatta; 2k1c - z ang. two kidney one clip.
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Zwierzeta usypiano (krétkotrwata narkoza: morbital 40 mg kg™ ip., Biowet, Pulawy,
Polska), nast¢pnie odstaniano prawg tetnice nerkowsa (boczne cigcie tuz pod zebrami, na wysokos$ci
nerki) i zaktadano na nig srebrny (nie majacy dzialania alergizujacego) zacisk o $rednicy 0,2 mm,
przy jak najmniejszym uszkodzeniu okolicznych tkanek. Nast¢pnie mig$nie i skor¢ zszywano
osobno wyjatlowionymi niémi chirurgicznymi, stosujac pojedyncze szwy. Po zabiegu zwierzetom
podawano podskornie Meloxicam (Metacam, Boehringer/Ingelheim, Ingelheim/Rhein, Niemcy, 45
ng kgt), srodek przeciwbolowy o dzialaniu o$rodkowym, oraz antybiotyk Baytril (Bayer, Kiel,
Niemcy, 5 mg kg™). W ciagu 28 dni od zabiegu i zwezenia tetnicy nerkowej u zwierzat rozwijalo
si¢ nadci$nienie. Przez caly ten okres zwierzgta mialy nieograniczony dostep do paszy standardowe;
(STD, 0,25% Na w/w, SSNIFF GmbH, Soest, Niemcy) i $wiezej wody.

Doswiadczenia ostre wykonywano po uplywie 28 dni od momentu zwezenia tetnicy
nerkowej na nast¢pujacych grupach zwierzat:
= 2K1C+CH (n=9) — model 2k1c + infuzja chymostatyny;
= 2K1C+C (n=6) — model 2k1c + infuzja rozpuszczalnika chymostatyny (grupa kontrolna).

1.3. Model nadci$nienia o podlozu genetycznym

Samce szczurow SHR (ang. Spontaneously Hypertensive Rats), ze spontanicznym
nadci$nieniem, podzielono na 2 grupy zaleznie od stadium rozwoju nadci$nienia: 7-tygodniowe
szczury w fazie rozwoju nadci$nienia oraz 16-tygodniowe - w fazie utrwalonego nadcis$nienia.

SHR w fazie rozwoju nadci$nienia:
= SHR 7+CH (n=8) — 7-tygodniowe SHR + infuzja chymostatyny;
= SHR 7+C (n=9) — 7-tygodniowe SHR + infuzja rozpuszczalnika chymostatyny (grupa

kontrolna).

SHR w fazie ustalonego nadci$nienia:
= SHR 16+CH (n=8) — 16-tygodniowe SHR + infuzja chymostatyny;
= SHR 16+C (n=9) — 16-tygodniowe SHR + infuzja rozpuszczalnika chymostatyny (grupa

kontrolna).
2. Doswiadczenia ostre

2.1. Chirurgiczne przygotowanie zwierzat do do§wiadczenia ostrego

Szczury usypiano tiopentalem sodu (100 mg kg™ i.p.; Thiopental, Sandoz GmbH, Kundl,
Austria), ktory w powyzszej dawce pozwala na prowadzenie doswiadczen ostrych w pelnym

ogblnoustrojowym znieczuleniu przez kilka godzin. Narkoza wywierala na zwierzg¢ trdjkierunkowe
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dziatanie: przeciwbolowe, utraty $wiadomo$ci oraz unieruchomienia (rozluznienie mig$ni
i obnizenie przewodnictwa nerwowego). Podczas catego doswiadczenia monitorowano odruch
rogéwkowy, wystepowanie ruchdw spontanicznych (ruchy konczyn), napigcie mig$ni oraz
sztywno$¢ ogona i w razie potrzeby podawano dozylnie odpowiednig objetosé (ok. 0,05 ml i. v.)
tiopentalu sodu.

Uwaga metodyczna odno$nie szczurow z nadci$nieniem sodozaleznym: Na postawie
wczesniejszych badan prowadzonych w naszym Zakladzie zaobserwowano zwigkszona wrazliwos¢
zwierzat na diecie wysokosodowej na tiopental sodu. Wyzej wymieniona dawka, skuteczna
1 bezpieczna dla zwierzat na diecie standardowej, u zwierzat na diecie wysokosodowej
w wiekszosci przypadkdéw prowadzita do zapasci 1 w konsekwencji do zgonu (za K.H. Olszynski,
praca doktorska pt. ,,Modyfikacja czynnosci i struktury nerki w zalezno$ci od wysokiej podazy
sodu — udzial wybranych elementéw macierzy zewngtrzkomorkowej”). Dlatego tez ostatecznie
zwierzgtom ze zwigkszong podaza sodu w diecie podawano ok. 2/3 zalecanej dawki.

Temperatura ciata szczura w uspieniu utrzymywana byta na poziomie ok. 37 °Cc przy uzyciu
automatycznego systemu grzewczego (Fine Science Tools TR-200 21052-00, Animal Temperature
Controller, Biodirect Inc, Taunton, MA, USA); czujnik temperatury umieszczony zostat w odbycie.
Pierwszym etapem chirurgii byla tracheotomia, nastepnie w tchawicy umieszczano rurke
polietylenowsg, ktora zapewniata swobodng wentylacje pluc. Utrata plynéw w trakcie zabiegu
chirurgicznego byla rekompensowana poprzez infuzje dozylng (kaniula polietylenowa
wprowadzona do zyly szyjnej) 3% roztworu albuminy bydlecej (albumina, frakcja V, AppliChem
GmbH, Darmstadt, Niemcy) w ptynie Ringera (10 ml kg™ h™; Baxter Polska Sp. z 0. 0., Warszawa,
Polska).

Do tetnicy szyjnej wprowadzono polietylenowa kaniule w celu pobierania probek krwi.
Srednie ci$nienie tetnicze krwi (MABP, ang. mean arterial blood pressure) oraz czesto$é skurczow
serca (HR - heart rate) mierzono za pomoca kaniuli wprowadzonej do tetnicy udowej i potaczone;]
z miernikiem (Transducer M1567A, Philips Medizin Systeme Boblingen GmbH, Bdoblingen,
Niemcy). Umiejscowiong na t¢tnicy biodrowej sondg ultradzwiekowa (Transonic, Ithaca, NY,
USA) mierzono przeptyw krwi przez tylng konczyne szczura (IBF, ang. iliac blood flow). Nastepnie
wykonywano cigcie ledzwiowe, delikatnie wytaniono lewa nerke, oddzielono ja od otaczajacych
tkanek 1 tluszczu, pozostawiajac nienaruszong torebke wildknista oraz szypule nerkowa. Tak
przygotowany narzad umieszczano w holderze stosowanym do badan mikropunkcyjnych. Do
wypreparowanego moczowodu wprowadzano cewnik umozliwiajacy zbidrke moczu. Na lewa
tetnice nerkowa (po cze$ciowym jej odpreparowaniu) zakladano sonde elektroakustyczng typu
MAPRBI, ktora wspotpracujac z przeplywomierzem ultradzwigkowym (model T106, Transonic
System Inc., Ithaca, NY, USA), umozliwiala pomiar calkowitego przeptywu krwi przez nerke
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wyrazony w ml min™ (RBF, ang. renal blood flow). RBF oraz IBF odzwierciedlaly stan krazenia w
wybranych obszarach naczyniowych szczura. Obliczano takze nerkowy opor naczyniowy (RVR,
ang. renal vascular resistance) oraz opor naczyniowy w krazeniu tylnej konczyny (IVR, ang. iliac
vascular resistance), jako MABP/RBF oraz MABP/IBF.

Przeptyw krwi przez poszczegolne strefy nerki mierzono z uzyciem sond $wiatlowodowych
wspoélpracujgcych z miernikiem przeptywu typu laser-Doppler (system Periflux 4001, Perimed AB,
Jarfalla, Szwecja): sondy powierzchniowej (korowy przeptyw krwi, CBF, ang. cortical blood flow)
i sond iglowych (zewnatrz-rdzeniowy i wewnatrz-rdzeniowy przeptyw krwi, odpowiednio OMBF,
ang. outer medullary blood flow i IMBF, ang. inner medullary blood flow). Po wstgpnej ocenie
wielkosci nerki sondy iglowe byly wktuwane na glebokos$¢ 3 i 5 mm (odpowiednio sonda OMBF
1 IMBF, w przypadku nerki o standardowej wielkosci) lub 4 1 6 mm (w przypadku nerki
o wigkszych rozmiarach). Przeplyw krwi przez trzy strefy nerki wyrazano w umownych
jednostkach PU (Perfusion Unit). Wczes$niejsze kalibrowanie sond w ptynie kalibracyjnym (sygnat
pomiarowy swobodnych ruchow Browna = 250 PU) umozliwialo porownywanie pomiarow
pomigdzy roznymi doswiadczeniami. Po zakonczeniu doswiadczen ostrych pobierano wybrane
narzady, nastepnie zwierzgta usypiano poprzez przedawkowanie narkozy. Polozenie sond w lewej

nerce weryfikowano wykonujac cigcie podhuzne nerki.

2.2. Protokol doswiadczenia ostrego z infuzjq substancji czynnych

Po zakoniczeniu przygotowania chirurgicznego infuzj¢ 3% roztworu albuminy (podawana
w trakcie zabiegu chirurgicznego przez ok. 40 min) zastepowano infuzja 3% inuliny (10 ml kg™*h™
w ciggu 10 min) rozpuszczonej w izotonicznym roztworze soli fizjologicznej (Fresenius Kabi
Polska Sp. z 0. 0., Warszawa, Polska), po czym do konca doswiadczenia podawano 1,5% roztwor
inuliny dla podtrzymania stalego jej poziom w osoczu; inulina stuzyta do oznaczania tempa
przesaczania kigbuszkowego (GFR, ang. glomerular filtration rate).

Po ustabilizowaniu si¢ parametréw hemodynamicznych rozpoczynano ciagly pomiar
ci$nienia krwi 1 skurczow serca, catkowitego przeptywu krwi przez lewa nerke, przeptywu przez
tetnice biodrowg oraz przeptywow przez poszczegolne strefy nerki.

Po dwoch kroétkich okresach kontrolnych (2 x 15 min), w ktorych zwierzgtom podawano sl
fizjologiczng rozpoczynat si¢ okres eksperymentalny z godzinng (2 x 30 min) infuzja wybrane;j
substancji czynnej zaleznie od grupy badane;j:

- rozpuszczalnik chymostatyny (mieszanina 0,05% dimetylosulfotlenku — DMSO, PBS (sol
fizjologiczna zbuforowana fosforanami, ang. phosphate buffered saline) i soli

fizjologicznej) - grupa kontrolna;
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- chymostatyna w dawce 2 mg kg*h® (z powodu bardzo slabej rozpuszczalnosci
w rozpuszczalnikach polarnych, w oparciu o dane literaturowe, zastosowano rozpuszczalnik
organiczny — DMSO, ang. dimethyl sulfoxide);

- wybrane peptydy z nasion rzepaku: VW - Walina-Tryptofan, 1Y - lzoleucyna-Tyrozyna,
VWIS - Walina-Tryptofan-Seryna-Tyrozyna oraz RIY - Arginina-lzoleucyna-Tyrozyna
(rozpuszczone w soli fizjologicznej);

- 806l fizjologiczna (grupa kontrolna dla peptydow).

Po zakonczeniu infuzji substancji czynnej (okres eksperymentalny) ponownie podawano sol
fizjologiczng i prowadzono wszystkie pomiary przez kolejne 30 minut (ang. recovery period), aby
zbadac¢ efekty po odstawieniu badanej substancji.

W trakcie doswiadczenia prowadzono okresowe zbiorki moczu i1 pobierano probki krwi.
Obliczano diurez¢ minutowg (objetos¢ moczu wydalona w ciggu 1 min), mierzono stgzenie
i wydalanie sodu (odpowiednio Una | UnaV) oraz wydalanie substancji osmotycznie czynnych
(UosmV). Wszystkie parametry wydalnicze przeliczano na gram nerki ze wzgledu na znaczne
r6znice w masie nerek w poszczego6Inych grupach, wynikajace z wlasciwosci poszczegdlych modeli

nadci$nienia.

Dodatkowa grupa ekperymentalna

U 16-tygodniowych szczurow (SHR 16) w fazie ustalonego nadci$nienia podawano
dozylnie chymostatyne (2 mg kg™ h™) i kaptopryl (inhibitor ACE, E. R. Squibb & Sons Ltd,
Hounslow, Wielka Brytania) w formie 5-minutowej infuzji; kaptopryl podawano dozylnie w dawce
1 mg kg* w objetosci 0,5 ml soli fizjologicznej na tle infuzji chymostatyny, 30 min po jej

roZpoczeciu.

2.3. Pobranie materialu do analiz biochemicznych

Po zakonczeniu doswiadczenia pobierano narzady (nerka, serce, aorta) do badan
morfometrycznych i biochemicznych; narzady tuz po pobraniu wazono.

Nerke rozcinano wzdtuz: potowg nerki utrwalano w 4% roztworze paraformaldehydu (PFA;
Eurochem BGD Sp. z o. o., Tarnéw, Polska) w celu wykonania preparatow mikroskopowych,
natomiast drugg polowe¢ mrozono w izopentanie schlodzonym ciektym azotem i1 przechowywano
w temp. —80 °C w celu pozniejszego wykorzystania do oznaczen biochemicznych. Pobierano probki
krwi, odwirowywano (1500 g, 10 min), a w osoczu oznaczono stezenie sodu, potasu i substancji

osmotycznie czynnych (odpowiednio: Pna, Pk, Posm). Pozostalg objetos¢ probek osocza zamrazano
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w temperaturze —20 °C oraz —80 °C. Z serca, ktére uprzednio wazono, wycinano i wazono lewa

komorg oraz pobierano aorte (mrozenie w —80 °C) do pdzniejszych badan biochemicznych.
3. Analiza prébek moczu, krwi i tkanek

3.1. Analiza parametrow moczu i osocza oraz czynnos$ci wydalniczej nerek

Objetos¢ moczu okreslano poprzez wazenie, przy zalozeniu, ze ggsto$¢ moczu jest rOwna
gestosci wody. Na tej podstawie obliczano diureze minutowa (V) i wyrazano w pl min™ g™. Probki
moczu wirowano (800 g, 5 min). Mocz mrozono w —20 °C. Krew wirowano (1500 g, 10 min),
uzyskane tak osocze mrozono w temperaturze —20 °C do oznaczefi stezenia jondéw oraz -80 °C do
oznaczen biochemicznych (poziom angiotensyny II). Przed mrozeniem w probkach moczu i osocza
0znaczano zawarto$¢ substancji osmotycznie czynnych (odpowiednio Ugsm, Posm) za pomoca
osmometru (Osmomat 030, Gonotec GmbH, Berlin, Niemcy), mierzac obnizenie punktu
zamarzania probki wzgledem punktu zamarzania wody. Stezenie sodu i potasu W 0S0CzU (Pna, Pk)
oraz w moczu (Uya, Uk) mierzono przy uzyciu fotometru plomieniowego (model PFP7, Jenway,
Essex, UK), po czym odczytywano z odpowiedniej krzywej standardowej (stosownie do rodzaju
jonu 1 plynu, ktérego dotyczyt pomiar) wykreslonej na podstawie pomiaréw roztwordw

standardowych o znanym stezeniu odpowiedniego jonu (Na*, K*).

3.2. Pomiar przesaczania klebuszkowego (GFR)

Na podstawie klirensu inuliny obliczano wielko$¢ przesaczania kigbuszkowego. Inulina jako
naturalny wielocukier swobodnie przesacza si¢ w nerkach, nie ulegajac reabsorpcji ani sekrecji
w kanalikach nerkowych, dlatego caty przesaczony tadunek inuliny wydzielany jest do moczu.
Metoda mierzenia GFR oparta na klirensie inuliny nadal jest uwazana za zloty standard w tej
dziedzinie [Dubourg et. al., 2010]. Na potrzeby laboratorium zmodyfikowano metode
spektrofotometrycznego pomiaru inuliny we krwi i moczu opisang przez Nolina i wsp. (2002).

Zebrane 1 odpowiednio rozcienczone zbuforowanym roztworem soli fizjologicznej (PBS)
probki osocza i moczu (w rozcienczeniu odpowiednio: 1:3 oraz 1:100) poddawano inkubacji (1h,
37 °C) z roztworem dwoch enzymoéw (1000 U ml™ katalazy i 100 U ml™ oksydazy glukozowej,
w objetosci 100 pl) aby usunaé endogenng glukoze. Nastepnie dodawano 50 mM kwas indolilo-3-
octowy (150 pul) 1 38% kwas solny (3 ml) i inkubowano w tazni wodnej (20 min, 60 %C). Probki
poddawano chlodzeniu, nastgpnie naktadano na plytke 96-dotkowa i dokonywano pomiaru

spektrofotometrycznego (dhugos¢ fali 490 nm, FLUOstar Omega, BMG LABTECH GmbH,
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Ortenberg, Niemcy). Znajac stezenie inuliny w moczu (Ujp) i 0soczu (Pin) oraz diureze minutows
(V) 1 korzystajac ze wzoru ogolnego na klirens nerkowy obliczano GFR:

GFR= "V

[ml min™]

in

3.3. Wykonanie testow ELISA na probkach osocza i tkankach

Pobrane probki osocza i tkanek wykorzystano do oznaczenia poziomu angiotensyny Il (Ang
IT). Oznaczenia zostaly wykonane za pomocg testow immunoenzymatycznych ELISA wedtug
instrukcji zataczonych przez producenta (nr kat. EK-002-12, EIA Kit Human, Rat, Mouse, Canine,
(range: 0-25 ng ml™), PHOENIX PHARMACEUTICALS, INC.) w Zakladzie Neuroendokrynologii
Klinicznej Centrum Medycznego Ksztalcenia Podyplomowego w Warszawie dzigki uprzejmosci
i pomocy zespotu kierowanego przez dr hab. n. med. Wojciecha Bika. Zgodnie z zaleceniami
producenta przeprowadzono procedure oczyszczania probek osocza i1 tkanek na kolumnach
ekstrakcyjnych SPE (ang. solid phase extraction).

Homogenizacja tkanek

Tkanki gotowano w 0,1 M kwasie octowym w 100 °C przez 20 min aby unieczynni¢
enzymy tkankowe. Aorte gotowano w objetosci 0,5 ml 0,1 M kwasu octowego, natomiast pozostate
tkanki (serce, nerki) w 0,75 ml roztworu kwasu. Tkanki gotowano w 2-ml probowkach
umieszczonych w styropianowych statywach. Nastepnie tkanki przenoszono na 16d gdzie
przeprowadzono mechaniczng homogenizacj¢ w homogenizatorach szklanych (mechaniczne
ucieranie tkanek do catkowitego roztarcia). Gotowe homogenaty wirowano przez 15 min w w 4 °C
(1200 g). Osad odrzucano, a supernatant zbierano do proboéwek, aby przeprowadzi¢ ekstrakcje na
kolumnach SPE (ang. solid phase extraction).

Oczyszczanie osocza i tkanek na kolumnach ekstrakcyjnych SPE

W celu oczyszczenia osocza 1 tkanek z wigkszych bialek 1 zanieczyszczen przed
wykonaniem testu ELISA przeprowadzono procedur¢ oczyszczania osocza na kolumnach
ekstrakcyjnych (nr kat. 7020-02, Bond Elut-PH, BAKERBOND spe Oktadecyl (C18); 3 mL, 200
mg) wykorzystujac technike SPE. Metoda ekstrakcji na kolumnach SPE polega na przepuszczeniu
ciektej probki przez zloze sorbentu i adsorpcji oznaczanych zwigzkow na tym ztozu. Sorbentem na
kolumnie SPE jest zloze krzemionkowe o duzej chfonnosci.

Osocze rozpuszczano w stosunku 1:1 z buforem ekstrakcyjnym A (nr kat: RK-BA-1, 1%
kwasu trifluorooctowego, TFA), natomiast homogenaty tkanek rozpuszczono w buforze A
w stosunku 1:3. Nastepnie wirowano probki przez 20 min w 4 °C (1200 g). Osad odrzucano,

a supernatant przenoszono na kolumny ekstrakcyjne uprzednio aktywowane 1 ml buforu
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ekstrakcyjnego B (nr kat: RK-BB-1, ang. buffer B - 60% acetonitryl w 1% TFA), a nastepnie
przemywano kolumny 3x3 ml buforu A. Po natozeniu na zloze ekstrakcyjne probek, kolumny
ekstrakcyjne przemywano 2x3 ml buforu A. Po tym etapie nastgpowal etap wymycia Ang II
(oznaczany peptyd) ze zloza, przemywajac zloze kolumienki 3 ml buforu B. Byla to ostateczna
selektywna izolacja Ang II ze zloza do probowek pod wptywem rozpuszczalnika jakim jest bufor B.

Gotowe ekstrakty odparowywano do sucha azotem technicznym (6.5 M3, Nord Gaz s.c,

Warszawa, Polska) a nastgpnie zamrazano w —80 °C az do wykonania testu ELISA.
4. Analiza statystyczna

Analize statystyczng wykonano w programie STATISTICA (wersja 10, StatSoft Inc., Tulsa,
OK, USA). W tekscie, tabelach 1 na rycinach przedstawiono $rednie (mean) oraz btad standardowy
sredniej (SEM, Standard Error of the Mean) jako miar¢ rozrzutu danych. Do oceny statystycznej
profilow mierzonych zmiennych w czasie (wewnatrz jednej grupy) stosowano dwuczynnikowa
analize wariancji (ANOVA) dla powtarzanych pomiaréw. Do poroéwnania migdzy grupami
stosowano klasyczng odmiang ANOV A, a nastepnie zmodyfikowany test t Studenta dla zmiennych
niezaleznych lub test post-hoc Tukey’a. Za istotng statystycznie roéznic¢ przyjmowano poziom

istotnosci p < 0,05.
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IV. Wyniki

1. Wplyw blokowania lokalnych szlakow powstawania Ang Il za pomoca chymostatyny

W poszczegolnych zwierzecych modelach nadciSnienia

1.1. Model nadcisnienia sodozaleznego
1.1.1. CiSnienie krwi i parametry osocza

Srednie ci$nienie tetnicze krwi (MABP) i czesto$¢ skurczéw serca (HR)

Nie zaobserwowano istotnych statystycznie zmian ci$nienia tetniczego krwi (5% tendencja
do obnizenia MABP) i czestosci skurczow serca (14% tendencja do obnizenia HR) w odpowiedzi
na infuzj¢ chymostatyny w modelu nadcisnienia zaleznego od wysokiej podazy sodu (UNX HS).
Rozpuszczalnik chymostatyny rowniez nie wptynat na mierzone parametry (Tab. 1).

Stezenie elektrolitéw w osoczu (P, i Pk) i osmolalno$¢ osocza (Posm)

Chymostatyna i jej rozpuszczalnik nie wptynety na Pna W modelu UNX HS. Blokowanie
enzymow wrazliwych na chymostatyne spowodowalo istotny aczkolwick niespecyficzny (t.j. nie
roznigey si¢ od dziatania rozpuszczalnika) 17% wzrost Px (UNX HS+CH: 4,9+0,4 vs 4,0+0,4 umol
I'"; p<0,001); poréwnywalny 13% wzrost obserwowano takze w odpowiedzi na infuzje
rozpuszczalnika chymostatyny w grupie UNX HS+C (4,0+0,4 vs 3,5+0,3 pumol I''; p<0,001; Tab.
1).

1.1.2. Parametry hemodynamiczne: obszar krazenia zaopatrywany przez tetnice biodrowa

(IBF) i krazenie nerkowe (RBF)

Przeplyw krwi przez tetnice biodrowa (IBF) i opor naczyniowy (IVR)

W modelu nadci$nienia UNX HS obserwowano obnizenie przeptywu przez tetnice biodrowa
i niespecyficzny wzrost IVR, zaréwno po chymostatynie (43+5 vs 31+3 mmHg ml™; p<0,05) jak
i w odpowiedzi na jej rozpuszczalnik (42+8 vs 32+5 mmHg ml™; p<0,05; Tab. 1).

Calkowity przeplyw krwi przez nerke (RBF) i opor naczyniowy (RVR)

Nie zaobserwowano istotnych zmian w calkowitym przeptywie krwi przez nerk¢ ani w RVR
w modelu UNX HS, zarowno w odpowiedzi na chymostatyng¢ oraz jej rozpuszczalnik (Tab. 1).

Przeplywy wewnatrznerkowe (CBF, OMBF i IMBF)

Przeptyw przez kor¢ (CBF) oraz przez rdzen zewngtrzny nerki (OMBF) nie zmienit si¢

w zadnej z badanych grup. Natomiast blokowanie chymazy spowodowalo specyficzne obnizenie
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przeptywu przez rdzen wewnetrzny nerki (IMBF) w grupie UNX HS+CH (139431 vs 197+36 PU;
p<0,05; Ryc. 3, Tab. 1).

1.1.3. Wydalanie nerkowe

Filtracja klebuszkowa (GFR)

Nie zaobserwowano istotnych zmian w filtracji klebuszkowej w modelu UNX HS, zaréwno
w odpowiedzi na chymostatyne jak i jej rozpuszczalnik (Tab. 1).

Wydalanie: moczu (V g™?), sodu (UnaV g™), potasu (UxV g™) i substancji osmotycznie
czynnych (UgsmV g™7)

Nie bylo zmian w wydalaniu moczu oraz w wydalaniu sodu w Zadnej z badanych grup. Po
infuzji chymostatyny istotnie wzrost poziom UxV g™ (UNX HS+CH: 0,84+0,2 vs 0,6+0,2 pmol min’
1 gt p<0,05), podobna reakcje zaobserwowano w odpowiedzi na rozpuszczalnik w grupie
kontrolnej (UNX HS+C; Ryc. 4); wydaje sig, ze ta zmiana zalezy od rozpuszczalnika chymostatyny
Zaobserwowano 29% obnizenie UosmV ¢~ w odpowiedzi na rozpuszczalnik chymostatyny
(7,5+1,7 vs 10,2+1,4 pOsm min"g™; p<0,05) w grupie kontrolnej, z kolei blokowanie enzyméw
wrazliwych na chymostatyne przeciwdzialalo takiemu spadkowi (5% obnizenie: 6,2+0,4 vs 8,1+2,1

nOsm min”g™?; NS; Ryc. 5).

1.1.4. Poziom angiotensyny Il w osoczu i tkankach

W grupie z infuzjg chymostatyny (UNX HS+CH) zaobserwowano dziesi¢ciokrotnie nizszy
poziom Ang II w osoczu w poréwnaniu z grupa kontrolna (0,13+0,01 vs 1,36+0,39 ng ml™; p<0,05;
Ryc. 6).

W modelu UNX HS wysoki poziom Ang Il stwierdzono w nerce (UNX HS+C: 6,45+0,83
ng g), natomiast najnizsze st¢zenie stwierdzono w sercu (UNX HS+C: 0,26+0,07 ng g?h).

W grupie z infuzjg chymostatyny zaobserwowano dwukrotnie nizszy poziom Ang II
W nerce w porownaniu z grupa, w ktérej podawano rozpuszczalnik (3,39+0,55 vs 6,45+0,83 ng gt
p<0,05), natomiast chymostatyna nie zmienita poziomu Ang II w pozostatych badanych tkankach
(serce: 0,38+0,06 vs 0,26+0,07 ng g™ w grupie kontrolnej; NS oraz aorta: 5,28+1,27 vs 4,88+0,85
ng g w grupie kontrolnej; NS).
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Ryc. 3. Zmiany przeptywu krwi przez rdzen wewnetrzny nerki (IMBF) u szczuréw otrzymujacych
chymostatyne (UNX HS+CH) oraz w grupie kontrolnej otrzymujacej rozpuszczalnik chymostatyny
(UNX HS+C).

Wartosci $rednie + SEM, dla grupy UNX HS+CH n=5; UNX HS+C n=8.

* — znamiennie r6zne od wartosci w drugim okresie kontrolnym przy p<0,05 lub mniej.

UKV g_l
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Ryc. 4. Zmiany wydalania potasu w moczu (UxV g?) u szczuréw otrzymujacych chymostatyne
(UNX HS+CH) oraz w grupie kontrolnej otrzymujacej rozpuszczalnik chymostatyny (UNX HS+C).
Wartosci $rednie = SEM, dla grupy UNX HS+CH n=7; UNX HS+C n=7.

* — znamiennie r6zne od warto$ci w drugim okresie kontrolnym przy p<0,05 lub mnie;j.
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Ryc. 5. Zmiany wydalania substancji osmotycznie czynnych w moczu (UosmV g™) u szczurow
otrzymujacych chymostatyne (UNX HS+CH) oraz w grupie kontrolnej otrzymujacej rozpuszczalnik
chymostatyny (UNX HS+C).
Wartosci $rednie + SEM, dla grupy UNX HS+CH n=5; UNX HS+C n=7.
* — znamiennie r6zne od wartosci w drugim okresie kontrolnym przy p<0,05 lub mnie;.
Stezenie Ang 11
[ng mI*/ ng g1 E UNX HS+C
8 - B UNX HS+CH
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0 | Bl ——
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Ryc. 6. Poziom angiotensyny Il (Ang 11) w osoczu (ng ml™) i w tkankach (ng g™) u szczurow
otrzymujacych chymostatyng (UNX HS+CH) oraz w grupie kontrolnej otrzymujacej rozpuszczalnik
chymostatyny (UNX HS+C).

Wartosci srednie + SEM, dla grupy UNX HS+CH n=5-6; UNX HS+C n=5.

# — znamiennie rézne od warto$ci dla grupy kontrolnej przy p<0,05 lub mnie;.
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1.2. Model nadci$nienia naczyniowo-nerkowego (tzw. model Goldblatta)
1.2.1. Cis$nienie krwi i parametry osocza

Srednie ci$nienie tetnicze krwi (MABP) i czesto$¢ skurczéw serca (HR)

W naczyniowo-nerkowym modelu nadci$nienia nie obserwowano zmian ci$nienia krwi
tetniczej w odpowiedzi na blokowanie enzyméw wrazliwych na chymostatyng. Infuzja
chymostatyny istotnie obnizyla czestos¢ skurczow serca (3% obnizenie; p<0,05) w grupie
2K1C+CH, jednak efekt zanikt w okresie po odstawieniu chymostatyny; podobny kierunek zmian
(7% obnizenie; p<0,05) HR obserwowano w grupie z rozpuszczalnikiem chymostatyny (Tab. 1).

Stezenie elektrolitéw w osoczu (P, i Pk) i osmolalno$¢ osocza (Posm)

Zarowno chymostatyna jak 1 jej rozpuszczalnik nie wptynetly istotnie na parametry osocza
(Pna Oraz Posm) w modelu 2K1C, jedyna obserwowana zmiana dotyczyta stezenia potasu w osoczu.
W grupie 2K1C+CH blokowanie chymazy spowodowato 18% wzrost Pk (4,4+0,2 vs 3,7+0,2 umol
I't; p<0,001). Wzrost ten byt niespecyficzny poniewaz obserwowano go rowniez w odpowiedzi na

rozpuszczalnik chymostatyny (8% wzrost: stezenie potasu w osoczu 4,3+0,4 vs 3,9+0,3 pmol I™;

p<0,05; Tab. 1).

1.2.2. Parametry hemodynamiczne: obszar krazenia zaopatrywany przez tetnice biodrowg

(IBF) i krazenie nerkowe (RBF)

Przeplyw krwi przez tetnice biodrowa (IBF) i opor naczyniowy (IVR)

W tym typie nadci$nienia obserwowano niespecyficzne obnizenie IBF, zaréwno po
chymostatynie (3,1+0,3 vs 4,5+0,6 mlI* min™; p<0,01) jak i w odpowiedzi na jej rozpuszczalnik
(3,4+0,3 vs 4,0+0,4 ml min™; p<0,05). W modelu 2K1C w odpowiedzi na chymostatyne istotnie
wzrdst opér naczyniowy w obszarze krazenia zaopatrywanym przez tetnice biodrowa (IVR; 53+6
vs 40+6 mmHg ml™ min™; p<0,01), natomiast rozpuszczalnik nie wptynat na IVR (Ryc. 7).

Calkowity przeplyw krwi przez nerke¢ (RBF) i opor naczyniowy (RVR)

W modelu 2K1C obserwowano niespecyficzne obnizenie RBF, zarowno po chymostatynie
(6,8+0,9 vs 8,2+0,8 ml min™ g™; p<0,05), jak i w odpowiedzi na jej rozpuszczalnik (8,8+1,4 vs

1 p<0,01). Natomiast opér naczyniowy w krazeniu nerkowym wzrost

9,5+1,3 ml min? g
specyficznie w odpowiedzi na chymostatyne (+26%, 5349 vs 35+2 mmHg ml™ min™ g**; p=0,058);

rozpuszczalnik nie wptynal na ten parametr (Ryc. 7).
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Przeplywy wewnatrznerkowe (CBF, OMBF i IMBF)

Nie zaobserwowano istotnych zmian w przeptywie przez korg nerki (CBF) w modelu 2K1C
(Tab. 1). Wystapily natomiast zmiany w perfuzji gigbszych warstw nerki. W tym modelu zaréwno
chymostatyna (20314 vs 252+12 PU; p<0,01) jak i jej rozpuszczalnik (218+27 vs 234+28 PU;
p<0,05) istotnie obnizyly przeptyw przez rdzen zewnetrzny nerki (OMBF). Co wigcej, blokowanie
enzymow wrazliwych na chymostatyng spowodowato istotne 8% obnizenie przeptywu przez rdzen
wewngetrzny nerki (169+19 vs 193+25 PU; p=0,05), podczas gdy infuzja rozpuszczalnika nie
wptyneta na IMBF (Ryec. 8).

Wydaje sig, ze obserwowane zmiany w przeptywach wewnatrznerkowych nie sg zalezne od
zmian w ci$nieniu krwi, poniewaz ten ostatni parametr nie ulegt zmianom w trakcie doswiadczenia

(Tab. 1).

1.2.3. Wydalanie nerkowe

Filtracja klebuszkowa (GFR)

Nie zaobserwowano istotnych zmian GFR w modelu 2K1C (Tab. 1). W odpowiedzi na
infuzje chymostatyny zaobserwowano jedynie tendencj¢ do obnizenia GFR (19% obnizenie:
1,0540,40 vs 1,14+0,29 ml min™; NS). Rozpuszczalnik chymostatyny nie wplynal na badany
parametr (1,60+0,20 vs 1,70£0,40 ml min™*; NS).

Wydalanie: moczu (V g?), sodu (UnaV g™), potasu (UxV g™?) i substancji osmotycznie
czynnych (UgsmV g™7)

Chymostatyna nie wplynela istotniec na parametry wydalnicze nerki w modelu 2K1C (Tab.
1). Jedyna zmiana dotyczyta wptywu rozpuszczalnika chymostatyny, ktory istotnie obnizyt UgsnV
g™ (25% spadek: 7,6+1,6 vs 9,5+1,1 pOsm min™g™; p<0,05), natomiast chymostatyna (2K1C+CH)

przeciwdziatata takiemu obnizeniu (3,2+1,0 vs 3,44+0,7 pOsm min'g™?).

1.2.4. Poziom angiotensyny Il w osoczu i tkankach

Po zablokowaniu niezaleznego od ACE szlaku syntezy Ang II zaobserwowano istotnie
nizsze st¢zenie tego hormonu w osoczu w grupie 2K1C+CH w pordwnaniu z grupa kontrolng
(0,75+0,13 vs 2,28+0,40 ng ml™; p<0,01; Ryc. 9).

Najwyzsze stezenie Ang II w modelu 2K 1C zaobserwowano w nerce (2K1C+C: 38,52+1,79
ng g™), natomiast najnizsze st¢zenie Ang II charakteryzowato serce (2K1C+C: 3,86+0,95 ng g™h.

Po zablokowaniu enzymow wrazliwych na chymostatyng zaobserwowano istotny, prawie
sze$ciokrotnie nizszy poziom Ang II w nerce w grupie 2K1C+CH w poréwnaniu z grupa kontrolng

2K1C+C (6,77+4,91 vs 38,52+1,79 ng g’l; p<0,001), taki sam efekt (dziesigciokrotnie nizszy
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poziom peptydu w grupie 2K1C+CH) obserwowano w sercu (0,40+0,06 vs 3,86+0,95 ng g™;
p<0,05). W aorcie nie bylo istotnych réznic w st¢zeniu Ang II miedzy grupa z infuzja
chymostatyny (2K1C+CH: 8,50+2,23 ng g™) a grupa otrzymujaca jej rozpuszczalnik (2K1C+C:
6,28+1,18 ng g™).
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Ryc. 7. Zmiany oporu naczyniowego w obszarze krazenia zaopatrywanym przez t¢tnice biodrowa
(IVR) oraz w oporze naczyniowym nerki (RVR) u szczuré6w otrzymujacych chymostatyng
(2K1C+CH) oraz w grupie kontrolnej otrzymujacej rozpuszczalnik chymostatyny (2K1C+C).
Wartosci $rednie = SEM, dla grupy 2K1C+CH n=6-9; 2K1C+C n=6-9.

* — znamiennie rozne od warto$ci w drugim okresie kontrolnym przy p<0,05 lub mnie;j.
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Ryc. 8. Zmiany przeptywu krwi przez rdzen wewnetrzny nerki (IMBF) u szczuré6w otrzymujacych
chymostatyne (2K1C+CH) oraz w grupie kontrolnej otrzymujacej rozpuszczalnik chymostatyny

(2K1C+C).

Wartosci srednie = SEM, dla grupy 2K1C+CH n=8; 2K1C+C n=6.
* — znamiennie r6zne od wartosci w drugim okresie kontrolnym przy p<0,05 lub mnie;j.
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Ryc. 9. Poziom angiotensyny Il (Ang 11) w osoczu (ng ml™) i w tkankach (ng g™) u szczurow
otrzymujacych chymostatyng (2K1C+CH) oraz w grupie kontrolnej otrzymujacej rozpuszczalnik
chymostatyny (2K1C+C).

Wartosci srednie = SEM, dla grupy 2K1C+CH n=6-8; 2K1C+C n=5-6.

# — znamiennie rézne od warto$ci dla grupy kontrolnej przy p<0,05 lub mnie;.
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1.3. Model nadci$nienia o podlozu genetycznym (SHR)
1.3.1. Szczury SHR w fazie rozwoju nadci$nienia

1.3.1.1. Cisnienie krwi i parametry osocza

Srednie ci$nienie tetnicze krwi (MABP) i czesto$¢ skurczéw serca (HR)

W genetycznym modelu nadcis$nienia u szczurow SHR w fazie rozwoju nadci$nienia nie
bylo zmian w cisnieniu tetniczym krwi w odpowiedzi na blokowanie enzymoéw wrazliwych na
chymostatyne. Mtode, 7-tygodniowe szczury SHR mialy $rednie ci$nienie tetnicze na poziomie
12744 mmHg (SHR 7+C; Tab. 2).

Nie bylo takze rdéznic w czestosci skurczoOw serca miedzy grupami w tym modelu
nadci$nienia (Tab. 2).

Stezenie elektrolitéw w osoczu (P, i Pk) i osmolalno$¢ osocza (Posm)

Infuzja chymostatyny (SHR7+CH) nie wptyneta istotnie na Pk, ale zaobserwowano istotny
wzrost wartosci Pna W tej grupie szczuréw (144+3 vs 139+2 pmol I p<0,01); zmiane
obserwowano po odstawieniu chymostatyny. Rozpuszczalnik chymostatyny nie wptynal na st¢zenie
sodu w osoczu (137+1 vs 13742 pmol I''; NS; Ryc. 10).

Rozpuszczalnik nie wplyngt na wigkszos¢ parametrow osocza, natomiast podwyzszyt
istotnie Pk (43% wzrost: 4,7+0,4 vs 3,4+0,3 umol | p<0,05). Wzrost Pk obserwowano juz pod
koniec infuzji rozpuszczalnika i efekt utrzymat si¢ takze po jego odstawieniu. Natomiast w grupie
otrzymujacej chymostatyne (SHR 7+CH) obserwowano jedynie tendencje wzrostowa (28%)
w odniesieniu do stezenia potasu w osoczu (4,6+0,4 vs 3,8+0,4 pmol I'; NS; Ryc. 10).

Nie byto zmian w Posm W Zadnej z badanych grup (Tab. 2).

1.3.1.2. Parametry hemodynamiczne: obszar krazenia zaopatrywany przez tetnice

biodrowa (IBF) i krazenie nerkowe (RBF)

Przeplyw krwi przez tetnice biodrowa (IBF) i opor naczyniowy (IVR)

Na etapie rozwoju nadcisnienia (SHR 7) obserwowano niespecyficzne obnizenie IBF,
zarbwno po chymostatynie (28% obnizenie: 1,740,3 vs 2,4+0,4 ml min; p<0,001) jak
i w odpowiedzi na jej rozpuszczalnik (19% obnizenie: 1,8+0,3 vs 2,2+0,3 ml min™; p<0,01; Tab. 2).

W modelu SHR 7 istotnie wzrdst opér naczyniowy w obszarze krazenia zaopatrywanym
przez tetnice biodrowa, zaréwno w odpowiedzi na chymostatyne (IVR; 83+12 vs 60+8 mmHg ml™
min™; p<0,01) jak i jej rozpuszczalnik (76+9 vs 62+7 mmHg ml* min™; p<0,05). SHR 7

charakteryzowaly si¢ bardzo duzymi warto$ciami oporu naczyniowego w krazeniu konczyny dolnej

74



(IVR), ktoére byly ok. dwukrotnie wyzsze niz opér w pozostalych modelach eksperymentalnych
(UNX HS oraz 2K1C; Tab. 1, 2).

Calkowity przeplyw krwi przez nerke (RBF) i opor naczyniowy (RVR)

W grupie kontrolnej (SHR7+C) obserwowano 29% istotne obnizeniec RBF (2,0+0,4 vs
2,940,4 ml min™ g p<0,05), natomiast chymostatyna przeciwdziatala tym zmianom utrzymujac
RBF na statym poziomie (SHR7+CH: 3,6+0,5 vs 3,6+0,5 ml min g*; NS).

Nie byto zmian w oporze naczyniowym nerki w zadnej z grup (Tab. 2).

Przeplywy wewnatrznerkowe (CBF, OMBF i IMBF)

Nie bylo istotnych zmian w przeplywie przez kor¢ nerki (CBF) w modelu SHR7. Zmiany
wystapity w rdzeniu zewnetrznym nerki (OMBF). Chymostatyna istotnie obnizyla przeptyw przez
rdzen zewnetrzny nerki (11% obnizenie: 275+32 vs 311435 PU; p<0,01), natomiast rozpuszczalnik
nie wpltyngt na OMBF (226438 vs 246+34 PU; NS; Ryc. 12). Po infuzji chymostatyny
obserwowano takze izolowana tendencje do obnizenia przeplywu krwi przez drugi z badanych
obszarow, rdzen wewnetrzny nerki (11% obnizenie: 215+£32 vs 264+58 PU; NS). Rozpuszczalnik
pozostat bez wptywu na IMBF (272+41 vs 299+33 PU; NS).

Mimo znamiennosci statystycznych dla zmian po chymostatynie, nie wydaja si¢ one miec
istotnego  znaczenia fizjologicznego w pordOwnianiu do zmian po rozpuszczalniku

(Tab. 2).
1.3.1.3. Wydalanie nerkowe

Filtracja klebuszkowa (GFR)

Zaréwno chymostatyna (27% obnizenie: 0,25+0,03 vs 0,34+0,04 ml min™; p<0,05) jak i jej
rozpuszczalnik (44% obnizenie: 0,26+0,09 vs 0,46+0,10 ml min™; p<0,05) istotnie obnizyly GFR
u 7-tygodniowych szczuréw SHR; obnizenie obserwowane bylo w trakcie infuzji chymostatyny/
rozpuszczalnika i utrzymalo si¢ po jej odstawieniu (Ryc. 13).

Wydalanie: moczu (V g?), sodu (UnaV g™), potasu (UxV g™) i substancji osmotycznie
czynnych (UgsmV g™?)

Chymostatyna oraz jej rozpuszczalnik nie wplynely istotnie na parametry wydalnicze nerki
w modelu SHR7. Zaobserwowano jedynie bliska istotnosci tendencje do obnizenia UosnV g™ W obu
grupach: w grupie SHR7+CH (30% obnizenie: 2,1+0,2 vs 3,340,5 nOsm min™g™; p=0,08) oraz
w grupie kontrolnej, SHR7+C (42% obnizenie: 1,7+0,5 vs 2,9+0,2 nOsm min"g™; p=0,06; Tab. 2).
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1.3.14. Poziom angiotensyny Il w osoczu i tkankach

Nie bylo zmian w poziomie Ang II w osoczu u szczurow SHR 7. Blokowanie tkankowego
RAAS wydaje si¢ nie mie¢ wptywu na poziom krazacej Ang Il u 7-tygodniowych szczurow SHR
w fazie rozwijania nadcis$nienia (Ryc. 14).

Istotne statystycznie r6znice w modelu SHR 7 w poziomie Ang II lokalnie (w tkankach)
zaobserwowano jedynie w sercu. Blokowanie enzyméw wrazliwych na chymostatyne w grupie
SHR7+CH skutkowalo prawie dwukrotnie nizszym poziomem Ang II w sercu niz w grupie
otrzymujacej rozpuszczalnik (0,19+0,01 vs 0,35+0,03 ng g™*; p<0,01).

W pozostatych tkankach nie bylo istotnych statystycznie zmian. Nerke charakteryzowat
wysoki poziom Ang Il w obu grupach (SHR7+C: 25,96+5,59 ng g™*; SHR7+CH: 19,90+2,72 ng g°
). W grupie otrzymujacej chymostatyne (SHR 7+CH) poziom Ang II w aorcie byt o ok. 1/3 nizszy
niz w grupie kontrolnej (8,1440,55 vs 13,36+3,74 ng g*; NS) w poréwnaniu z grupa

eksperymentalnag, ale r6znica nie osiggnela istotnosci statystycznej (Tab. 2).
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Ryc. 10. Zmiany stezenia sodu (Pna) i potasu (Pk) w osoczu u szczurdw otrzymujacych
chymostatyn¢ (SHR 7+CH) oraz w grupie kontrolnej otrzymujacej rozpuszczalnik chymostatyny
(SHR 7+C).

Wartosci srednie £ SEM, dla grupy SHR 7+CH n=6; SHR 7+C n=5.

* — znamiennie r6zne od warto$ci w okresie kontrolnym (K1) przy p<0,05 lub mniej.
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Ryc. 11. Zmiany w catkowitym przeplywie krwi przez nerke (RBF) u szczurow otrzymujacych
chymostatyne (SHR 7+CH) oraz w grupie kontrolnej otrzymujacej rozpuszczalnik chymostatyny
(SHR 7+C).

Wartosci srednie + SEM, dla grupy SHR 7+CH n=7; SHR 7+C n=7.

* — znamiennie r6zne od wartosci w drugim okresie kontrolnym przy p<0,05 lub mnie;.
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Ryc. 12. Zmiany przeptywu krwi przez rdzen zewngtrzny nerki (OMBF) u szczuréw otrzymujacych
chymostatyne (SHR 7+CH) oraz w grupie kontrolnej otrzymujacej rozpuszczalnik chymostatyny
(SHR 7+C).

Wartosci srednie £ SEM, dla grupy SHR 7+CH n=8; SHR 7+C n=7.

* — znamiennie rozne od warto$ci w drugim okresie kontrolnym przy p<0,05 lub mnie;j.
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Ryc. 13. Zmiany filtracji klebuszkowej (GFR) u szczuréw otrzymujacych chymostatyne (SHR
7+CH) oraz w grupie kontrolnej otrzymujacej rozpuszczalnik chymostatyny (SHR 7+C).

Wartosci srednie = SEM, dla grupy SHR 7+CH n=7; SHR 7+C n=5.
* — znamiennie r6zne od wartosci w drugim okresie kontrolnym przy p<0,05 lub mnie;.

Stezenie Ang I1
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Ryc. 14. Poziom angiotensyny 11 (Ang I1) w osoczu (ng ml™) i w tkankach (ng g™) u szczuréw
otrzymujacych chymostatyne (SHR 7+CH) oraz w grupie kontrolnej otrzymujacej rozpuszczalnik
chymostatyny (SHR 7+C).

Wartosci srednie = SEM, dla grupy SHR 7+CH n=6-8; SHR 7+C n=5-6.

# — znamiennie rézne od wartosci dla grupy kontrolnej przy p<0,05 lub mnie;j.
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1.3.2. Szczury SHR w fazie ustalonego nadci$nienia

1.3.2.1. CisSnienie krwi i parametry osocza

Srednie ci$nienie tetnicze krwi (MABP) i czesto$¢ skurczéw serca (HR)

U szczurow SHR w fazie ustalonego nadci$nienia doszlo do 6% obnizenia ci$nienia
tetniczego krwi w odpowiedzi na blokowanie enzyméw wrazliwych na chymostatyng (Ryc. 15).
Obnizenie MABP obserwowano dopiero w 30 minucie po zakonczeniu infuzji chymostatyny
(14545 vs 15445 mmHg; p<0,05). Rozpuszczalnik chymostatyny nie wptynat na MABP (149+4 vs
15245 mmHg; NS). Szczury SHR 16 osiggaly srednie wartoS$ci ci$nienia na poziomie 154+5 mmHg
(MABP, SHR 16+C; Tab. 2).

Obnizenie cis$nienia tetniczego krwi nie zalezato od zmian HR; nie obserwowano tez zmian
w czestosci skurczow serca w zaleznosci od rozpuszczalnika (Tab. 2).

Stezenie elektrolitéw w osoczu (P, i Pk) i osmolalno$¢ osocza (Posm)

Nie bylo zmian w poziomie stg¢zenia sodu w osoczu (Pna) W zadnej z grup (Tab. 2).
U szczurow SHR w utrwalonej fazie nadci$nienia niespecyficznie wzrdst poziom potasu w osoczu
(Pk), zarbwno po zablokowaniu chymazy (4,4+0,1 vs 3,7+0,2 pmol I"'; p<0,05) jak i w odpowiedzi
na rozpuszczalnik (4,240,2 vs 3,9+0,2 pmol I"'; p<0,05; Ryc. 16). Co istotne, chymostatyna
spowodowata ponad dwukrotnie wiekszy (19%) wzrost Pk niz rozpuszczalnik (8%; NS). Nie bylo

zmian w osmolalnosci osocza w zadnej z grup (Tab. 2).

1.3.2.2. Parametry hemodynamiczne: obszar Kkrazenia zaopatrywany przez tetnice
biodrowa (IBF) i krazenie nerkowe (RBF)

Przeplyw krwi przez tetnice biodrowa (IBF) i opor naczyniowy (IVR)

Zardwno chymostatyna jak 1 jej rozpuszczalnik nie wplynety na IBF. Nie obserwowano
zmian W oporze naczyniowym w obszarze krazenia zaopatrywanym przez tetnice biodrowa
w zadnej z badanych grup (Tab. 2).

Calkowity przeplyw krwi przez nerke¢ (RBF) i opor naczyniowy (RVR)

W grupie SHR 16+CH obserwowano istotne 15% obnizenie RBF (4,8+0,9 vs 5,6+0,9 ml
min™ g™; p<0,05), podczas gdy rozpuszczalnik pozostawat bez wpltywu na RBF (7,7+0,6 vs 8,4+0,8
ml min™ g™; NS; Ryc. 17). Nie bylo zmian w oporze naczyniowym nerki w zadnej z badanych grup
(Tab. 2).

Przeplywy wewnatrznerkowe (CBF, OMBF i IMBF)

Podobnie jak u szczurow SHR 7, w modelu SHR 16 nie zaobserwowano istotnych zmian

w przeptywie przez kor¢ nerki (CBF). Zmiany wystapity w rdzeniu zewnetrznym nerki (OMBF;
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Ryc. 18). Chymostatyna spowodowala 15% obnizenie przeplywu przez rdzen zewnetrzny nerki
(172419 vs 207£24 PU; p<0,05), zmiana wystapila juz po odstawieniu substancji. Cho¢
rozpuszczalnik podwyzszyt o 5% OMBF (265+19 vs 252+17 PU; p<0,05), zmiana ta bylta jedynie
przejsciowa 1 efekt zanikl po odstawieniu rozpuszczalnika (25318 vs 252+17 PU, NS).
W konsekwencji nie bylo réznic w koncowym efekcie chymostatyny i jej rozpuszczalnika na
wartosci OMBF (Ryc. 18). W wyniku infuzji rozpuszczalnika obserwowano silng 13% tendencj¢ do
wzrostu przeptywu przez rdzen wewnetrzny nerki (234+20 vs 209+17 PU; p=0,08), natomiast
chymostatyna nie wptyneta na IMBF (148427 vs 156+31 PU; NS; Tab. 2).

1.3.2.3. Wydalanie nerkowe

Filtracja klebuszkowa (GFR)

16-tygodniowe szczury SHR w odpowiedzi na chymostatyne zareagowaty 28% obnizeniem
GFR (0,4+0,1 vs 0,6+0,1 ml min™; p<0,05), podczas gdy rozpuszczalnik nie wptynat na poziom
filtracji kfebuszkowej (0,6+0,2 vs 0,8+0,2 ml min™*; NS; Ryc. 19).

Wydalanie: moczu (V g™?), sodu (UnaV g™), potasu (UxV g™) i substancji osmotycznie
czynnych (UosmV g™7)

Blokowanie chymazy spowodowato obnizenie diurezy oraz wydalania sodu w modelu SHR
16. W grupie SHR 16+CH zaobserwowano istotny statystycznie 42% spadek V g (1,8+0,3 vs
3,440,6 ul min™ g™; p<0,05; Ryc. 20). W tej grupie blokowanie chymazy spowodowalo takze istotne
76% obnizeniec UnaV gt (0,10+0,03 vs 0,42+0,04 pmol min? g*; p<0,001; Ryc. 21).
Zaobserwowano takze silng 36% tendencje do obnizenia UosmV g™ w odpowiedzi na chymostatyne
(2,0£0,6 vs 3,3+0,8 pOsm min'g™; p=0,06). Chymostatyna wplynela na wydalanie potasu
Z moczem, natomiast sam rozpuszczalnik nie wptyngl na zaden z mierzonych parametrow

wydalniczych nerki (Tab. 2).
1.3.2.4. Poziom angiotensyny Il w osoczu i tkankach

Biorac pod uwage zmiany poziomu Ang Il w osoczu i badanych tkankach tylko u szczurow
SHR w fazie ustalonego nadci$nienia blokowanie chymazy wplyn¢to na poziom Ang II w kazdym
z tych obszarow (Ryc. 22). Efektem blokowania lokalnych szlakéw syntezy Ang II byty ponad
trzykrotnie nizsze wartosci st¢zenia Ang II w osoczu w grupie eksperymentalnej w poréwnaniu z
grupa kontrolna otrzymujaca rozpuszczalnik chymostatyny (0,83+0,14 vs 2,95+0,35 ng ml™;
p<0,001). W ustalonej fazie nadci$nienia o podtozu genetycznym (SHR 16+C) poziom Ang II jest

bardzo wysoki w nerce w porownaniu do szczurow miodych, u ktorych nie doszlo jeszcze do
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rozwoju nadci$nienia (Tab. 2). Wydaje si¢, ze ten wzrost Ang II jest zalezny od aktywnosci
chymazy w genetycznym modelu nadci$nienia.

Blokowanie tkankowych szlakéw syntezy Ang II za posrednictwem chymostatyny dato
efekty zarowno w osoczu jak i w kazdej z badanych tkanek, co sugeruje istotny udziat enzymow
wrazliwych na chymostatyng w syntezie Ang Il w tym typie nadci$nienia (SHR 16). W kazdej
z tkanek byty istotne réznice w poziomie peptydu (Ang II) po zablokowaniu lokalnych RAAS
(SHR16+CH) w poréwnaniu z grupg kontrolng (SHR16+C): w nerce (17,78+1,59 vs 61,99+4,33 ng
g™t: p<0,0001), w sercu (0,18+0,02 vs 0,38+0,06 ng g™; p<0,01) oraz w aorcie (4,14+0,70 vs
6,81+0,96 ng g: p<0,05). Infuzja chymostatyny co najmniej dwukrotne obnizyta poziom Ang II
w tych tkankach (Ryc. 22).

MABP
[mmHg]
, SHR 16+C
165 7 Infuzja —8—SHR 16+CH

chymostatyny
160 - l l

150

145

140

135 | . | . . | |
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Ryc. 15. Zmiany sredniego ci$nienia tetniczego krwi (MABP) u szczurow otrzymujacych
chymostatyn¢ (SHR 16+CH) oraz w grupie kontrolnej otrzymujacej rozpuszczalnik chymostatyny
(SHR 16+C).

Wartosci $rednie = SEM, dla grupy SHR 16+CH n=7; SHR 16+C n=8.

* — znamiennie rozne od warto$ci w drugim okresie kontrolnym przy p<0,05 lub mnie;j.
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Ryc. 16. Zmiany stezenia potasu (Px) W 0s0Czu u szczuréw otrzymujgcych chymostatyne (SHR
16+CH) oraz w grupie kontrolnej otrzymujacej rozpuszczalnik chymostatyny (SHR 16+C).
Wartosci srednie = SEM, dla grupy SHR 16+CH n=7; SHR 16+C n=6.

* — znamiennie r6zne od wartosci w okresie kontrolnym (K1) przy p<0,05 lub mnie;.
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Ryc. 17. Zmiany w catkowitym przeptywie krwi przez nerke (RBF) u szczurow otrzymujacych
chymostatyne (SHR 16+CH) oraz w grupie kontrolnej otrzymujacej rozpuszczalnik chymostatyny
(SHR 16+C).

Wartosci srednie = SEM, dla grupy SHR 16+CH n=7; SHR 16+C n=8.

* — znamiennie rézne od wartosci w drugim okresie kontrolnym przy p<0,05 lub mniej.
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Ryc. 18. Zmiany przeptywu krwi przez rdzen zewngtrzny nerki (OMBF) u szczurdéw otrzymujacych
chymostatyne (SHR 16+CH) oraz w grupie kontrolnej otrzymujacej rozpuszczalnik chymostatyny
(SHR 16+C).

Wartosci srednie = SEM, dla grupy SHR 16+CH n=7; SHR 16+C n=8.

* — znamiennie ro6zne od warto$ci w drugim okresie kontrolnym przy p<0,05 lub mnie;j.
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Ryc. 19. Zmiany filtracji klebuszkowej (GFR) u szczuréw otrzymujacych chymostatyne (SHR
16+CH) oraz w grupie kontrolnej otrzymujacej rozpuszczalnik chymostatyny (SHR 16+C).
Wartosci srednie = SEM, dla grupy SHR 16+CH n=7; SHR 16+C n=7.

* — znamiennie r6zne od wartosci w drugim okresie kontrolnym przy p<0,05 lub mnie;.
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Ryc. 20. Zmiany wydalania moczu (V g™) u szczuréw otrzymujacych chymostatyne (SHR 16+CH)
oraz w grupie kontrolnej otrzymujacej rozpuszczalnik chymostatyny (SHR 16+C).

Wartosci srednie £ SEM, dla grupy SHR 16+CH n=6; SHR 16+C n=7.

* — znamiennie r6zne 0d warto$ci w drugim okresie kontrolnym przy p<0,05 lub mnie;j.
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Ryc. 21. Zmiany wydalania sodu z moczem (UnaV g*) u szczuréw otrzymujacych chymostatyne
(SHR 16+CH) oraz w grupie kontrolnej otrzymujacej rozpuszczalnik chymostatyny (SHR 16+C).
Wartos$ci srednie = SEM, dla grupy SHR 16+CH n=6; SHR 16+C n=7.

* — znamiennie r6zne od wartosci w drugim okresie kontrolnym przy p<0,05 lub mnie;j.
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Ryc. 22. Poziom angiotensyny Il (Ang 1) w osoczu (ng ml™) i w tkankach (ng g?) u szczuréw
otrzymujacych chymostatyne (SHR 16+CH) oraz w grupie kontrolnej otrzymujacej rozpuszczalnik
chymostatyny (SHR 16+C).

Wartosci srednie = SEM, dla grupy SHR 16+CH n=5-7; SHR 16+C n=6-8.

# — znamiennie r6zne od wartosci dla grupy kontrolnej przy p<0,05 lub mniej.
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2. Jednoczesne blokowanie ogdlnoustrojowego RAAS i tkankowych ukladéw lokalnych
u szczuro6w SHR w ustalonej fazie nadcisnienia (kaptopryl na tle chymostatyny) — grupa

dodatkowa.

W celu sprawdzenie udzialu chymazy w tworzeniu Ang Il w poréwnaniu z enzymem
konwertujagcym (ACE) stworzono dodatkowa grupe eksperymentalng, w ktorej u szczuréw SHR 16

jednoczes$nie blokowano ogdlnoustrojowy i tkankowe RAAS.

2.1. Cisnienie krwi i parametry osocza

U szczurow SHR w fazie ustalonego nadci$nienia doszto do 12% obnizenia ci$nienia krwi
w odpowiedzi na jednoczesne blokowanie chymazy i ACE (bolus kaptoprylu na tle chymostatyny).
W tej grupie obnizenie MABP obserwowano w 30 minucie po odstawieniu chymostatyny (149+5
vs 1654 mmHg; p<0,05), a efekt poglebil si¢ w ciggu kolejnych 30 minut (143+4 vs 165+4
mmHg; p<0,001). Rozpuszczalnik chymostatyny i kaptoprylu nie wplynagl na MABP (2%
obnizenie: 14944 vs 152+5 mmHg; NS; Tab. 3).

Spadek ci$nienia krwi nie zalezat od zmian HR.

Stezenie elektrolitéw w osoczu (P, i Pk) 1 osmolalno$¢ osocza (Posm)

Jednoczesne blokowanie chymazy i ACE nie wptyngto na st¢zenie elektrolitow w osoczu
(Pna | Pk) w modelu SHR 16. Osmolalno$¢ osocza wzrosta juz pod koniec infuzji chymostatyny
(304+1 vs 301+1 mOsm/kg; p<0,0001), a efekt ten utrzymat si¢ do zakonczenia obserwacji (306+1
vs 301+1 mOsm/kg; p<0,001; Tabh. 3).

2.2. Parametry hemodynamiczne: obszar krazenia zaopatrywany przez tetnice biodrowa

(IBF) i krazenie nerkowe (RBF)

Przeplyw krwi przez tetnice biodrowa (IBF) i opor naczyniowy (IVR)

W modelu nadci$nienia SHR 16+Ch+K doszio do istotnego obnizenia przeplywu przez
tetnice biodrowa (14% spadek: 2,8+0,2 vs 3,3+0,3 ml min™; p<0,05), a efekt poglebit sie 1 pod
koniec prowadzonego doswiadczenia obserwowano 27% obnizenie (2,4+0,3 vs 3,3+0,3 ml min;
p<0,001; Tab. 3).

Calkowity przeplyw krwi przez nerke¢ (RBF) i opor naczyniowy (RVR)

Nie zaobserwowano istotnych zmian w catkowitym przeplywie krwi przez nerke po

jednoczesnej blokadzie chymazy i ACE: 12% tendencja do wzrostu (9,0+1,6 vs 7,8+1,0 ml min™
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gt NS), ale zmiana byla nieistotna statystycznie, natomiast doszlo do istotnego obnizenia RVR
(Tab. 3).

Przeplywy wewnatrznerkowe (CBF, OMBF i IMBF)

Przeptyw przez kor¢ oraz przez obie warstwy rdzenia nerki nie zmienit si¢ pod wpltywem

jednoczesnego blokowania chymazy i ACE (Tab. 3).

2.3. Wydalanie nerkowe

Filtracja klebuszkowa (GFR)

Doszto do 27% obnizenia GFR w odpowiedzi na jednoczesne blokowanie tkankowych
enzymow 1 ogolnoustrojowego RAAS w 60 min od startu infuzji chymostatyny (0,7+0,1 vs 1,0+0,1
ml min™; p<0,01), a efekt obnizenia poglebit si¢ w ciagu kolejnej godziny (43% spadek: 0,6+0,1 vs
1,0+0,1 ml min™*; p<0,001). Rozpuszczalnik nie wptynat na poziom filtracji klebuszkowej (0,6+0,2
vs 0,840,2 ml min™; NS; Tab. 3).

Wydalanie: moczu (V g™?), sodu (UnaV g™), potasu (UxV g™) i substancji osmotycznie
czynnych (UosmV g™7)

Blokowanie chymazy i ACE spowodowalo obnizenie diurezy oraz wydalania sodu
w modelu SHR16. Zaobserwowano istotne statystycznie 10% obnizenie V g™ (2,3+0,2 vs 2,9+0,2
ul min™ g™; p<0,05). W tej grupie podanie obu typéw inhibitorow spowodowato takze istotne 27%
obnizenie UnaV g™ (0,16+0,02 vs 0,24+0,03 pmol min™ g*; p<0,05), ale efekt pojawil si¢ dopiero
w 60 min od odstawienia inhibitorow RAAS. Chymostatyna i kaptopryl nie wptynety na wydalanie

potasu ani substancji osmotycznie czynnych, podobnie jak ich rozpuszczalnik (Tab. 3).

2.4. Poziom angiotensyny Il w osoczu i tkankach

Biorac pod uwage zmiany poziomu Ang II w osoczu i tkankach u SHR w fazie ustalonego
nadci$nienia jednoczesne blokowanie chymazy i ACE (SHR 16+CH+K) spowodowalo najwigksze
obnizenie stezenia Ang II (Ryc. 23). Efektem takiego rdéwnoczesnego blokowania
ogblnoustrojowego RAAS 1 lokalnych szlakow syntezy Ang II byly pigtnastokrotnie nizsze
wartos$ci stezenia Ang II w osoczu w grupie eksperymentalnej (SHR 16+CH+K) w poréwnaniu
z grupa kontrolng (0,20£0,01 vs 2,94+0,35 ng ml™; p<0,0001). Obserwowane w grupie SHR
16+CH+K obnizenie poziomu Ang II w osoczu (0,20+0,01 ng ml™) bylo duzo wicksze niz po
zablokowaniu samej chymazy (SHR 16+CH; 0,83+0,14 ng ml™).

W kazdej z tkanek obserwowano istotne roznice w poziomie Ang II po catkowitym
zablokowaniu RAAS w pordéwnaniu z grupa kontrolng (SHR16+C): w nerce poziom Ang II

osiagnal dwunastokrotnie nizszy poziom niz w grupie kontrolnej (5,16+0,40 vs 61,99+4,33 ng g™';

89



p<0,0001), a w sercu (0,23+0,03 vs 0,38+0,06 ng g'l; p<0,05) oraz w aorcie (4,28+0,50 vs
6,81+0,96 ng g p<0,05) bylo to poltorakrotnie niZzszy poziom. Infuzja kaptoprylu na tle
chymostatyny istotnie poglebita obnizenie poziomu Ang II w nerce w porownaniu z samg blokada

chymazy, natomiast blokowanie syntezy Ang Il w sercu i aorcie dalo podobne efekty w obu

grupach (Ryc. 24).

Stezenie Ang I1
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Ryc. 23. Poziom angiotensyny Il (Ang 1) w osoczu (ng ml™) i w tkankach (ng g?) u szczuréw
otrzymujacych chymostatyne po jednoczesnym blokowaniu ogolnoustrojowego i1 tkankowych
uktadéw RAAS (infuzja kaptoprylu na tle chymostatyny, SHR 16+CH+K) oraz w grupie kontrolnej
otrzymujacej rozpuszczalnik (SHR 16+C).

Wartosci srednie £ SEM, dla grupy SHR 16+CH+K n=5; SHR 16+C n=6-8.

# — znamiennie rozne od wartos$ci dla grupy kontrolnej przy p<0,05 lub mnie;.
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Ryc. 24. Poziom angiotensyny Il (Ang I1) w osoczu (ng ml™) i w tkankach (ng g™) w genetycznym
modelu nadci$nienia u szczuréw otrzymujacych chymostatyne (SHR 16+CH), po jednoczesnym
blokowaniu ogolnoustrojowego 1 tkankowych ukladow RAAS (infuzja kaptoprylu na tle
chymostatyny, SHR 16+CH+K) oraz w grupie kontrolnej otrzymujacej rozpuszczalnik (SHR
16+C).

Wartosci $rednie + SEM, dla grupy SHR 16+CH n=5-7, SHR 16+CH+K n=5; SHR 16+C n=6-8.

# — znamiennie rézne od wartosci dla grupy kontrolnej przy p<0,05 lub mnie;j.

N — znamiennie rozne od warto$ci dla grupy SHR 16+CH przy p<0,05 lub mnie;.
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3. Wplyw peptydéw z nasion rzepaku o potencjalnym dzialaniu hipotensyjnym w modelu

nadcisnienia o podlozu genetycznym (szczury SHR)

W doswiadczeniach ostrych na szczurach SHR w dwodch fazach rozwoju nadci$nienia

przebadano cztery peptydy izolowane z nasion rzepaku o potencjalnym hipotensyjnym dziataniu:

= VW (Walina-Tryptofan) — doswiadczenia na SHR 7 1 SHR 16

= Y (Izoleucyna-Tyrozyna) — do$wiadczenia na SHR 7 i SHR 16

= VWIS (Walina-Tryptofan-Seryna-Tyrozyna) — doswiadczenia na SHR 16
= RIY (Arginina-lzoleucyna-Tyrozyna) — doswiadczenia na SHR 16

Peptydy rozpuszczone w soli fizjologicznej podawano w infuzji dozylnej. Kontrolg byty

szczury SHR 7 lub 16, ktérym podawano infuzje soli fizjologicznej (SHR 7+S, SHR 16+S).

3.1. Szczury SHR w fazie rozwoju nadci$nienia
3.1.1. Cisnienie krwi i parametry osocza

Srednie ci$nienie tetnicze krwi (MABP) i czesto$¢ skurczéw serca (HR)

U szczurow SHR w poczatkowej fazie rozwoju nadcisnienia nie doszto do zmian ci$nienia
tetniczego krwi pod wptywem zadnego z podawanych peptydow, zarowno VW (Tab. 4) jak i IY
(Tab. 5). Rozpuszczalnik, jakim byta sol fizjologiczna takze nie wplyngt na zmiang ciSnienia
tetniczego krwi u badanych szczuréw (Tab. 4-5).

Peptyd VW (Tab. 4) nie wplyngl na czesto$¢ skurczéw serca, natomiast peptyd 1Y
spowodowat wzrost HR w pierwszym okresie podawania (326+42 vs 311+19 skurcze serca min™;
p<0,05), ale efekt byt przemijajacy i ustapit pod koniec infuzji IY (Tab. 5). Rozpuszczalnik nie
wptynat na HR w zadnej z badanych grup.

Stezenie elektrolitow w osoczu (Pna i Pk) i osmolalno$é osocza (Posm)

Nie byto zmian w poziomie sodu w osoczu (Pna) W Zadnej z badanych grup. W grupie SHR
7 wzrost poziom potasu w osoczu (Px) w odpowiedzi na VW (5,0+0,1 vs 4,7+0,3 pmol 1t p<0,01;
Ryc. 25, Tab. 4), natomiast peptyd IY nie wplynat na Pk (Tab. 5) w zadnej z badanych grup. Nie
bylo zmian w osmolalno$ci osocza w Zadnej z badanych grup. Rozpuszczalnik nie wptynat na

parametry osocza u SHR 71 16 (Tab. 4).
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3.1.2. Parametry hemodynamiczne: obszar krazenia zaopatrywany przez tetnice biodrowa

(IBF) i krazenie nerkowe (RBF)

Przeplyw krwi przez t¢tnice biodrowa (IBF) i opor naczyniowy (IVR)

Peptyd VW nie wptynat na IBF, podobnie jak rozpuszczlanik, natomiast infuzja 1Y
spowodowata niewielkie, ale istotne obnizenie tego przeptywu (2,0+0,4 vs 2,3+0,4 ml min?;
p<0,05; Ryc. 26). Infuzja peptydu VW podwyzszyta IVR (silna tendencja) w grupie SHR 7 (80+11
vs 70+12 mmHg ml™ min™; p=0,06), natomiast rozpuszczalnik nie wptynat na IVR. Infuzja
peptydu IY nie wplyneta na IVR (Tab 4 15).

Calkowity przeplyw krwi przez nerke (RBF) i opor naczyniowy (RVR)

Zarbwno VW jak 1 IY nie wptynely na drugi z badanych przeplywow, czyli RBF. Pod
wplywem IY zaobserwowano jedynie tendencje do wzrostu RBF (5,3+0,5 vs 4,7+0,5 ml min™ g;
NS), podobnie jak pod wplywem rozpuszczalnika (4,6+0,5 vs 4,2+0,3 ml min™ g™*; NS). W grupie
kontrolnej (SHR 7+S) istotnie obnizyt sic RVR (2843 vs 30+3 mmHg ml™* min® g™; p<0,05),
natomiast peptydy VW 1 1Y nie wptynely na nerkowy opor naczyniowy.

Przeplywy wewnatrznerkowe (CBF, OMBF i IMBF)

Nie bylo zmian w zadnym z przeptywdéw wewnatrznerkowych w odpowiedzi na infuzje

VW, 1Y oraz ich rozpuszczalnika (Tab. 4 i 5).

3.1.3. Wydalanie nerkowe

Filtracja klebuszkowa (GFR)

Zaden z badanych peptydéw nie wptynat na GFR, podobnie jak ich rozpuszczalnik (Tab. 4
i 5).

Wydalanie: moczu (V g?), sodu (UnaV g™), potasu (UxV g™) i substancji osmotycznie
czynnych (UgsmV g™?)

W odpowiedzi na podanie VW zaobserwowano tendencje do wzrostu wydalania moczu
(3,6+0,8 vs 2,640,4 pl min™ g; NS), natomiast IY oraz rozpuszczalnik obu peptydow nie wptynety
na V g*. Peptydy oraz rozpuszczalnik nie wptynely na UnoV g*. VW spowodowal jedynie
tendencje do wzrostu wydalania potasu w moczu (0,6+0,2 vs 0,3+0,1 umol min™ g™; NS), podobnie
jak jego rozpuszczalnik (0,30+0,04 vs 0,25+0,04 pmol min™ g*; NS), natomiast infuzja IY nie
miala wplywu na ten parametr. Nie obserwowano zmian pod wplywem peptydéw ani ich

rozpuszczalnika w wydalaniu substancji osmotycznie czynnych (Tab. 4 i 5).
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Ryc. 25. Zmiany stezenia potasu (Px) w osoczu u szczurow otrzymujacych peptyd Walina-
Tryptofan (SHR 7+VW) oraz w grupie kontrolnej otrzymujacej s6l fizjologiczng (SHR 7+S).
Wartosci srednie = SEM, dla grupy SHR 7+VW n=4; SHR 7+S n=4.

* — znamiennie r6zne od warto$ci w okresie kontrolnym (K1) przy p<0,05 lub mnie;j.
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Ryc. 26. Zmiany w przeplywie krwi przez tetnicg biodrowa (IBF) u szczuréw otrzymujacych
peptyd lzoleucyna-Tyrozyna (SHR 7+1Y) oraz w grupie kontrolnej otrzymujacej sol fizjologiczng

(SHR 7+S).

Wartosci érednie + SEM, dla grupy SHR 7+1Y n=4; SHR 7+S n=4.
* — znamiennie r6zne od wartosci w drugim okresie kontrolnym przy p<0,05 lub mnie;j.

94



3.2. Szczury SHR w fazie ustalonego nadci$nienia
3.2.1. Ci$nienie krwi i parametry osocza

Srednie ci$nienie tetnicze krwi (MABP) i czesto$¢ skurczéw serca (HR)

U szczurow SHR w fazie utrwalonego nadcis$nienia zaobserwowano tendencje do
podwyzszenia MABP pod wptywem dwoch peptydow: VW (160+5 vs 15143 mmHg; NS) oraz IY
(180+5 vs 169+5 mmHg; NS), ale zmiana byla nieistotna statystycznie i ustgpita po odstawieniu
peptydow. Jedynie pod wplywem infuzji VWIS (162+5 vs 146+3 mmHg; p<0,05) oraz RIY
(168+12 vs 138+8 mmHg; p<0,01) doszto do istotnego podwyzszenia MABP, ale efekty rowniez
bytly przemijajace 1 ustgpity pod koniec godzinnej infuzji peptydow (Ryc. 27). Rozpuszczalnik
peptydow nie wptyngl na zmiany ci$nienia tetniczego krwi w grupie SHR 16 (Ryc. 27, Tab. 6).

Wzrost ci$nienia krwi nie zalezat od zmian HR, nie bylo takze r6znic w czestosci skurczow
serca migdzy grupami w tym modelu nadci$nienia (Tab. 6).

Stezenie elektrolitéw w 0S0czu (Pna i Pk) i osmolalno$¢ osocza (Posm)

Nie bylo zmian w poziomie sodu w osoczu (Pna) W zadnej z badanych grup SHR 16 (VW,
IY, RIY) z wyjatkiem wzrostu w grupie, ktora otrzymywata VWIS (141+1 vs 134+2 umol 17
p<0,01; Ryc. 28). W tej grupie (SHR 16+VWIS) wzrost takze Pk (4,9+0,2 vs 4,3+0,2 umol 17;
p<0,01; Ryc. 28), a w odpowiedzi na RIY zaobserwowano jedynie tendencje do wzrostu stezenia
potasu w 0soczu (4,2+0,2 vs 3,9+0,2 umol I''; NS). W pozostatych grupach nie bylo zmian w Px.
Osmolalnos$¢ osocza wzrosta jedynie pod wpltywem VWIS (287+3 vs 284+3 mOsm/kg; p<0,05),
natomiast pozostate peptydy nie wplynety na ten parametr (Tab. 6).

Nie zaobserwowano zmian w parametrach osocza pod wptywem rozpuszczalnika (Ryc. 28,

Tab. 6).

3.2.2. Parametry hemodynamiczne: obszar krazenia zaopatrywany przez tetnice biodrowa

(IBF) i krazenie nerkowe (RBF)

Przeplyw krwi przez te¢tnice biodrowa (IBF) i opor naczyniowy (IVR)

Infuzja kazdego z badanych peptydow spowodowata istotne obnizenie IBF (VW: 1,9+0,2 vs
2,7+0,2 ml min*; p<0,05; VWIS: 2,2+0,3 vs 3,0+0,3 ml min; p<0,01; RIY: 1,8+0,3 vs 2,8+0,5 ml
min™; p<0,05; Ryc. 29) z wyjatkiem IY, ktéry nie zmienit przeptywu krwi przez tetnice biodrowa.
Infuzja rozpuszczalnika spowodowata tendencje do obnizenia IBF (2,7+0,2 vs 3,0+0,3 ml min™;
NS), ale zmiana nie byla istotna statystycznie (p=0,08). Infuzja rozpuszczalnika nie wptyneta na

IVR, natomiast infuzja peptydu VW istotnie podwyzszyla opdr naczyniowy w obszarze krazenia
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zaopatrywanym przez tetnicg biodrowa (81+£5 vs 56+6 mmHg ml™ min; p<0,01), ale efekt ustapit
po odstawieniu peptydu (Ryc. 30). Infuzja peptydu IY nie wplyngta na IVR. Zaobserwowano
trwaty (utrzymujacy si¢ po odstawieniu peptydu) wzrost IVR po infuzji VWIS oraz RIY (Ryc. 30,
Tab. 6).

Calkowity przeplyw krwi przez nerke (RBF) i opor naczyniowy (RVR)

Nie bylo zmian w RBF pod wplywem infuzji zadnego z badanych peptydow (VW, 1Y,
VWIS, RIY), podobnie jak pod wplywem rozpuszczalnika. Nie byto réwniez zmian w RVR pod
wplywem infuzji badanych peptydow (Tab. 4-6).

Przeplywy wewnatrznerkowe (CBF, OMBF i IMBF)

Nie bylo zmian w Zzadnym z przeplywow wewnatrznerkowych w odpowiedzi na infuzje
peptydow oraz ich rozpuszczalnika z wyjatkiem zmian w IMBF. Zaobserwowano istotny
statystycznie wzrost przeptywu krwi przez rdzen wewnatrzny nerki juz pod koniec infuzji IY
(197449 vs 169+50 PU; p<0,05), przy czym wzrost utrzymat si¢ takze po odstawieniu peptydu
(198+43; p<0,05; Ryc. 31). Natomiast pod wptywem RIY zaobserwowano przeciwng reakcje:
doszto do obnizenia IMBF w trakcie infuzji peptydu (158+42 vs 190+45 PU; p<0,01), ale zmiana
zanikta po jego odstawieniu (215+60; NS; Ryc. 31). Pozostate peptydy i ich rozpuszczalnik nie
wplynely na badany parametr (Tab. 4-6).

3.2.3. Wydalanie nerkowe

Filtracja klebuszkowa (GFR)

Na poziom GFR w grupie SHR 16 wplynat jedynie VWIS oraz RIY. W odpowiedzi na
infuzje VWIS doszlo do obnizenia GER (0,7+0,1 vs 1,1+0,2 ml min™*; p<0,05), ale efekt ustapit po
odstawieniu peptydu (0,8+0,1; NS). Natomiast po podaniu RIY doszlo do bardzo silnego obnizenia
GFR juz po odstawieniu peptydu (0,4+0,1 vs 1,7+0,1 ml min™*; p<0,01; Tab. 4-6).

Wydalanie: moczu (V g*), sodu (UnaV g™), potasu (UxV g*) i substancji osmotycznie
czynnych (UgsmV g™?)

Tylko w grupach: SHR 16+1Y 1 w kontroli nie bylo zmian w wydalaniu moczu. W grupie
SHR 16+VW doszto do istotnego podwyzszenia V g*, ale byt to efekt przejsciowy (4,7+1,1 vs
3,7+0,7 ul min™ g*; p<0,05) i zanikt po odstawieniu peptydu (4,3+1,0 ul min™ g™; NS). Podobna
reakcje zaobserwowano po podaniu RIY: cho¢ pod wptywem infuzji peptydu wydalanie moczu
wzrosto przejsciowo (4,5+0,5 vs 2,7+0,5 pl min” g% p=0,058); efekt ustapit po odstawieniu RIY
(2,6+0,2 pl min™ g*; NS). Zupelnie przeciwng reakcje obserwowano po infuzji VWIS, gdzie doszlo
do istotnego obnizenia wydalania moczu (3,1+0,4 vs 4,2+0,6 pl min™ g*; p<0,01; Tab. 4-6).
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Tylko pod wplywem infuzji VWIS doszto do istotnego obnizenia UnaV g~ (0,2+0,1 vs
0,4+0,1 pmol min™ g™; p<0,05), ktére utrzymywalo si¢ takze po odstawieniu peptydu (0,2+0,1
umol min™ g?; p=0,057; Ryc. 32). Nie bylo zmian w wydalaniu sodu pod wplywem infuzji
pozostalych badanych peptydow; podobnie zaden z peptydow nie wplynal na wydalanie potasu
(Tab. 4-6).

Zaobserwowano istotne podwyzszenie UosnV g™ tylko w grupie SHR 16+VW (5,1+1,0 vs
4,6+1,0 pOsm ming™; p<0,05), ale efekt zanikl po odstawieniu peptydu (4,8+0,8 uOsm min™g™;
NS). Nie obserwowano zmian pod wplywem pozostatych peptydéow ani ich rozpuszczalnika

w wydalaniu substancji osmotycznie czynnych w grupie SHR 16 (Tab. 4-6).

—=—SHR 16+VWIS
MABP
[mmHg] Infuzja —H— SHR1GRIY

,7 peptydu —\ SHR 16+S
180

165

150 ~

T

135

120 I I I I I I I |

0 15 30 45 60 75 90 105 120
min

Ryc. 27. Zmiany $redniego ci$nienia t¢tniczego krwi (MABP) u szczuréw otrzymujacych peptyd
Walina-Tryptofan-Seryna-Tyrozyna (SHR 16+VWIS), Arginina- lzoleucyna-Tyrozyna (SHR
16+RIY) oraz w grupie kontrolnej otrzymujacej sol fizjologiczng (SHR 16+S).

Wartosci srednie = SEM, dla grupy SHR 16+VWIS n=6; SHR 16+RIY n=4; SHR 7+S n=5.

* — znamiennie rozne od wartosci w drugim okresie kontrolnym przy p<0,05 lub mnie;.
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[umol 17]

55

K1

Infuzj a
peptydu

B SHR 16+VWIS
O SHR 16+S

K2

K3

Ryc. 28. Zmiany stezenia potasu (Px) i sodu (Pna) W osoczu u szczurow otrzymujacych peptyd

Walina-Tryptofan-Seryna-Tyrozyna (SHR 16+VWIS) oraz w grupie kontrolnej otrzymujacej sol

fizjologiczna (SHR 16+S).
Wartosci $rednie £ SEM, dla grupy SHR 7+VWIS n=6; SHR 7+S n=4,

* — znamiennie r6zne od warto$ci w okresie kontrolnym (K1) przy p<0,05 lub mniej.
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Ryc. 29. Zmiany w przeptywie krwi przez tetnice biodrowg (IBF) u szczuréw otrzymujacych peptyd
Walina-Tryptofan-Seryna-Tyrozyna (SHR 16+VWIS), Arginina-l1zoleucyna-Tyrozyna (SHR
16+RIY) oraz w grupie kontrolnej otrzymujacej sl fizjologiczng (SHR 16+S).

Wartosci srednie + SEM, dla grupy SHR 16+VWIS n=6; dla grupy SHR 16+RIY n=4; SHR 16+S
n=5.

* — znamiennie r6zne od warto$ci w drugim okresie kontrolnym przy p<0,05 lub mnie;j.
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——SHR 16+VWIS
——SHR 16+RIY

[m:\rﬁ\:]'l] SHR 16+S
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1 *
60
40 i| T T T T T T T ) |
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Ryc. 30. Zmiany oporu naczyniowego w obszarze krazenia zaopatrywanym przez t¢tnice biodrowa
(IVR) u szczuréw otrzymujacych peptyd Walina-Tryptofan-Seryna-Tyrozyna (SHR 16+VWIS),
Arginina-1zoleucyna-Tyrozyna (SHR 16+RI1Y), Walina-Tryptofan (SHR 16+VW) oraz w grupie
kontrolnej otrzymujacej sol fizjologiczng (SHR 16+S).

Wartosci srednie = SEM, dla grupy SHR 16+VWIS n=6; dla grupy SHR 16+RIY n=4; SHR

16+VW n=5; SHR 16+S n=5.

* — znamiennie rézne od wartosci w drugim okresie kontrolnym przy p<0,05 lub mniej.
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—B— SHR 16+RIY
IMBF —B—SHR 16+lY
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Ryc. 31. Zmiany w przeptywie przez rdzen wewngtrzny nerki (IMBF) u szczuréw otrzymujacych
peptyd Arginina-lzoleucyna-Tyrozyna (SHR 16+RI1Y), Izoleucyna-Tyrozyna (SHR 16+1Y) oraz w
grupie kontrolnej otrzymujacej sol fizjologiczng (SHR 16+S).

Wartosci srednie = SEM, dla grupy SHR 16+RI1Y n=5; dla grupy SHR 16+1Y n=4; SHR 16+S n=5.

* — znamiennie r6zne od warto$ci w drugim okresie kontrolnym przy p<0,05 lub mnie;j.
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Ryc. 32. Zmiany wydalania sodu (UnaV g?) u szczurdow otrzymujacych peptyd
Walina-Tryptofan-Seryna-Tyrozyna (SHR 16+VWIS) oraz w grupie kontrolnej otrzymujacej so6l
fizjologiczng (SHR 16+S).

Wartosci srednie = SEM, dla grupy SHR 16+VWIS n=6; dla grupy SHR 16+S n=4.

* — znamiennie rézne od wartosci w drugim okresie kontrolnym przy p<0,05 lub mniej.
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4. Calosciowe zestawienie zgromadzonych wynikow

Tabela. 1. Zestawienie wynikow pomiaréw badanych parametrow dla grup: UNX HS+C,

UNX HS+CH, 2K1C+C, 2K1C+CH.

Grupy doswiadczalne: UNX HS+C - model nadci$nienia zalezny od ekspozycji na wysoka podaz
sodu + infuzja rozpuszczalnika chymostatyny (n=6-8); UNX HS+CH — model nadci$nienia zalezny
od ekspozycji na wysokg podaz sodu + infuzja chymostatyny (n=5-6); 2K1C+C — model
nadci$nienia naczyniowo-nerkowego (tzw. model Goldblatta) + infuzja rozpuszczalnika
chymostatyny (n=7-8); 2K1C+CH — model nadci$nienia naczyniowo-nerkowego (tzw. model
Goldblatta) + infuzja chymostatyny (n=7-9); Parametry: MABP — $rednie ci$nienie t¢tnicze krwi;
HR — czesto$¢ skurczow serca; Pna — st¢zenie sodu W 0S0Czu; Pk — stezenie potasu w osoczu,
Posm - osmolalno$¢ osocza; IBF - przeptyw krwi przez tetnice biodrowa; IVR - opor naczyniowy
w obrebie krazenia konczyny dolnej; RBF - calkowity przeptyw krwi przez nerke; RVR — nerkowy
opor naczyniowy; CBF — przeplyw krwi przez kore nerki; OMBF — przeptyw krwi przez rdzen
zewnetrzny nerki; IMBF — przeplyw krwi przez rdzen wewnetrzny nerki; GFR - filtracja
kiebuszkowa; V g™ - wydalanie moczu; UnaV g™ — wydalanie sodu z moczem; UxV g™ - wydalanie
potasu z moczem; UosnV g™ - wydalanie substancji osmotycznie czynnych z moczem; Ang Il —
poziom angiotensyny Il w przeliczeniu na ml (osocze)/ gram nerki (tkanki). Wartos$ci i poziom
istotno$ci: Wartosci $rednie £+ SEM; * — znamiennie rézne od wartosci w drugim okresie
kontrolnym przy p<0,05 lub mniej; # — znamiennie ré6zne od wartosci dla grupy kontrolnej przy
p<0,05 lub mniej (test t Studenta).
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Tabela. 2. Zestawienie wynikow pomiaréw badanych parametrow dla grup: SHR 7+C, SHR
7+CH, SHR 16+C, SHR 16+CH.

Grupy doswiadczalne: SHR 7+C - 7-tygodniowe SHR + infuzja rozpuszczalnika chymostatyny
(n=6-7); SHR 7+CH - 7-tygodniowe SHR + infuzja chymostatyny (n=7-8); SHR 16+C - 16-
tygodniowe SHR + infuzja rozpuszczalnika chymostatyny (n=7-8); SHR 16+CH - 16-tygodniowe
SHR + infuzja chymostatyny (n=6-7); Parametry: MABP — $rednie ci$nienie t¢tnicze krwi; HR —
czestos¢ skurczow serca; Pna — stezenie sodu w osoczu; Pk — stezenie potasu w osoczu; Posm -
osmolalnos¢ osocza; IBF - przeptyw krwi przez tetnice biodrowa; IVR - opdr naczyniowy
w obrebie krazenia konczyny dolnej; RBF - calkowity przeptyw krwi przez nerke; RVR - nerkowy
opor naczyniowy; CBF — przeplyw krwi przez kore nerki; OMBF — przeptyw krwi przez rdzen
zewnetrzny nerki; IMBF — przeplyw krwi przez rdzen wewnetrzny nerki; GFR - filtracja
kiebuszkowa; V g™ - wydalanie moczu; UnaV g™ — wydalanie sodu z moczem; UxV g™ - wydalanie
potasu z moczem; UymV g~ - wydalanie substancji osmotycznie czynnych z moczem; Ang Il —
poziom angiotensyny Il w przeliczeniu na ml (osocze)/ gram nerki (tkanki). Wartosci i poziom
istotno$ci: Wartosci §rednie = SEM; * — znamiennie r6zne od wartosci w drugim okresie
kontrolnym przy p<0,05 lub mniej; # — znamiennie ré6zne od wartosci dla grupy kontrolnej przy
p<0,05 lub mniej (test t Studenta).
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Tabela. 3. Zestawienie wynikow pomiarow badanych parametrow dla grup: SHR 16+CH+K,
SHR 16+C, SHR+CH.

Grupy doswiadczalne: SHR 16+CH+K - 16-tygodniowe SHR + infuzja kaptoprylu na tle
chymostatyny (n=8); SHR 16+C — 16-tygodniowe SHR + infuzja rozpuszczalnika chymostatyny
(n=7-8); SHR 16+CH — 16-tygodniowe SHR + infuzja chymostatyny (n=7-8); Parametry: MABP
— $rednie ci$nienie tetnicze krwi; HR — czgstos¢ skurczow serca; Pna— stezenie sodu w osoczu; P —
stezenie potasu w 0soczu; Posm - 0Smolalnos¢ osocza; IBF - przeptyw krwi przez tetnice biodrowa;
IVR - opor naczyniowy w obrebie krazenia konczyny dolnej; RBF - catkowity przeptyw krwi przez
nerke; RVR — nerkowy opdr naczyniowy; CBF — przepltyw krwi przez kore nerki; OMBF —
przeptyw krwi przez rdzen zewnetrzny nerki; IMBF — przeptyw krwi przez rdzen wewnetrzny
nerki; GFR - filtracja klebuszkowa; V g™ - wydalanie moczu; UnV g* — wydalanie sodu
z moczem; UkV g™ - wydalanie potasu z moczem; UgsmV g™ - wydalanie substancji osmotycznie
czynnych z moczem; Ang Il — poziom angiotensyny Il w przeliczeniu na ml (osocze)/ gram nerki
(tkanki). Wartos$ci i poziom istotnosci: Wartosci $rednie £ SEM; * — znamiennie r6zne od wartosci
w drugim okresie kontrolnym przy p<0,05 lub mniej (test t Studenta); # — znamiennie r6zne od
warto$ci dla grupy kontrolnej przy p<0,05 lub mniej (test post-hoc Tukey’a);  — znamiennie rdzne

od warto$ci dla grupy SHR 16+CH przy p<0,05 lub mniej (test post-hoc Tukey’a).
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Tabela. 4. Zestawienie wynikéw pomiaréw badanych parametrow dla grup: SHR 7+S, SHR
7+VW, SHR 16+S, SHR 16+VW.

Grupy doswiadczalne: SHR 7+S - 7-tygodniowe SHR + infuzja soli fizjologicznej (n=4); SHR
7+VW - 7-tygodniowe SHR + infuzja peptydu VW (Walina-Tryptofan; n=4); SHR 16+S - 16-
tygodniowe SHR + infuzja soli fizjologicznej (n=5); SHR 16+VW - 16-tygodniowe SHR + infuzja
peptydu VW (Walina-Tryptofan; n=5); Parametry: MABP — $rednie ci$nienie te¢tnicze krwi; HR —
czestos¢ skurczow serca; Pna — stezenie sodu w osoczu; Pk — stezenie potasu w osoczu; Posm -
osmolalno$¢ osocza; IBF - przeptyw krwi przez tetnice biodrowa; IVR - opdr naczyniowy
w obrebie krazenia konczyny dolnej; RBF - calkowity przeptyw krwi przez nerke; RVR - nerkowy
opor naczyniowy; CBF — przeplyw krwi przez kore nerki; OMBF — przeptyw krwi przez rdzen
zewnetrzny nerki; IMBF — przeplyw krwi przez rdzen wewnetrzny nerki; GFR - filtracja
kiebuszkowa; V g™ - wydalanie moczu; UnsV g™ — wydalanie sodu z moczem; UxV g™ - wydalanie
potasu z moczem; UesmV g™ - wydalanie substancji osmotycznie czynnych z moczem; Wartosci
i poziom istotnosci: Wartosci srednie = SEM; * — znamiennie ro6zne od wartosci w drugim okresie

kontrolnym przy p<0,05 lub mniej (test t Studenta).
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Tabela. 5. Zestawienie wynikow pomiarow badanych parametrow dla grup: SHR 7+S, SHR
7+1Y, SHR 16+S, SHR 16+I1Y.

Grupy doswiadczalne: SHR 7+S - 7-tygodniowe SHR + infuzja soli fizjologicznej (n=4); SHR
7+lY - 7-tygodniowe SHR + infuzja peptydu 1Y (lIzoleucyna-Tyrozyna; n=4); SHR 16+S - 16-
tygodniowe SHR + infuzja soli fizjologicznej (n=5); SHR 16+lY - 16-tygodniowe SHR + infuzja
peptydu 1Y (I1zoleucyna-Tyrozyna; n=4); Parametry: MABP — érednie cis$nienie tetnicze krwi; HR
— czgstosé skurczow serca; Pna — stezenie sodu w osoczu; Pk — stezenie potasu w osoczu; Posm -
osmolalno$¢ osocza; IBF - przeplyw krwi przez te¢tnice biodrowa; IVR - opor naczyniowy w
obrebie krazenia konczyny dolnej; RBF - catkowity przeptyw krwi przez nerkg; RVR - nerkowy
opor naczyniowy; CBF — przeplyw krwi przez kore nerki; OMBF — przeptyw krwi przez rdzen
zewnetrzny nerki; IMBF — przeplyw krwi przez rdzen wewnetrzny nerki; GFR - filtracja
kiebuszkowa; V g™ - wydalanie moczu; UnaV g™ — wydalanie sodu z moczem; UxV g™ - wydalanie
potasu z moczem; UesmV g™ - wydalanie substancji osmotycznie czynnych z moczem; Wartosci
i poziom istotnosci: Wartosci srednie = SEM; * — znamiennie rozne od wartosci w drugim okresie

kontrolnym przy p<0,05 lub mniej (test t Studenta).
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Tabela. 6. Zestawienie wynikow pomiarow badanych parametréw dla grup: SHR 16+VWIS,
SHR 16+RI1Y, SHR 16+S.

Grupy doswiadczalne: SHR 16+VWIS - 16-tygodniowe SHR + infuzja peptydu VWIS (Walina-
Tryptofan-Seryna-Tyrozyna; n=6); SHR 16+RIY - 16-tygodniowe SHR + infuzja peptydu RIY
(Arginina-lzoleucyna-Tyrozyna; n=4); SHR 16+S - 16-tygodniowe SHR + infuzja soli
fizjologicznej (n=5); Parametry: MABP — srednie ci$nienie t¢tnicze krwi; HR — czgsto$¢ skurczow
serca; Pna— stezenie sodu w osoczu; Pk — stezenie potasu w osoczu; Posm - osmolalno$¢ osocza; IBF
- przeptyw krwi przez tetnice biodrowa; IVR - opdr naczyniowy w obrgbie krazenia konczyny
dolnej; RBF - catkowity przeptyw krwi przez nerke; RVR — nerkowy opér naczyniowy; CBF —
przeptyw krwi przez kore nerki; OMBF — przeptyw krwi przez rdzen zewnetrzny nerki; IMBF —
przeptyw krwi przez rdzen wewnetrzny nerki; GFR - filtracja klebuszkowa; V g™ - wydalanie
moczu; UnaV g™ — wydalanie sodu z moczem; UV g™ - wydalanie potasu z moczem; UosnV g™ -
wydalanie substancji osmotycznie czynnych z moczem; Warto$ci i poziom istotnosci: Wartosci
srednie = SEM; * — znamiennie r6zne od warto$ci w drugim okresie kontrolnym przy p<0,05 lub

mniej (test t Studenta).
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5. Podsumowanie wynikow

Blokowanie enzymoéw wrazliwych na chymostatyne istotnie wplyneto na wartosci ci§nienia
tetniczego krwi jedynie w genetycznym modelu nadci$nienia u szczurow w fazie utrwalonego
nadci$nienia (SHR 16+CH), gdzie doszto do 6% obnizenia MABP (Tab. 1). Jeszcze skuteczniejsza,
jak mozna bylo przypuszczaé, okazata si¢ jednoczesna blokada ogoélnoustrojowego (blokowanie
ACE poprzez kaptopryl) i lokalnych (blokowanie enzyméw wrazliwych na chymostatyng) RAAS
w modelu SHR 16, gdzie zaobserwowano dwukrotnie wigksze, 12% obnizenie MABP (Tab. 3).

Nie zaobserwowano istotnych zmian MABP w pozostatlych przebadanych modelach
nadcisnienia (UNX HS, 2K1C, SHR 7). Wydaje si¢, ze enzymy wrazliwe na chymostatyne nie maja
znaczenia w kontroli ci$nienia tetniczego krwi w tych modelach nadci$nienia, przynajmniej w tak
krétkim czasie obserwacji (Tab. 112).

Przebadane peptydy z nasion rzepaku nie wykazaly hipotensyjnego dzialania u szczurow
SHR w dwoch fazach rozwoju nadci$nienia (7- i 16-tygodniowe), a wrecz zaobserwowano
przejsciowq tendencje lub nawet istotny wzrost (VWIS i RIY) MABP na skutek ich dozylnej infuz;ji
(Tab. 4-6); zmiany ustepowaty po odstawieniu peptydow.

Efekty blokowania enzymow wrazliwych na chymostatyne na parametry osocza okazaly si¢
niespecyficzne bowiem nie roznity si¢ od efektow rozpuszczalnika chymostatyny (UNX HS, 2K1C,
SHR 16; Tab. 1-2). Natomiast w grupie szczurow SHR 7 wptyw chymostatyny na parametry osocza
jest niejednoznaczny i zalezy od rodzaju badanych jonow: na skutek infuzji chymostatyny doszto do
istotnego wzrostu stezenia sodu w osoczu (SHR 7+CH), natomiast blokowanie lokalnych RAAS nie
wplynelo na stezenie potasu (Tab. 2).

Jednoczesne blokowanie ogdlnoustrojowego i lokalnych RAAS nie wplynglo na stezenie
elektrolitow w osoczu, spowodowato jednak wzrost osmolalnos$ci osocza (Tab. 3).

Zaden z badanych peptydow nie wplynal na stezenie sodu w osoczu z wyjatkiem szczurow
SHR 16+VWIS; w tej grupie obserwowano istotne podwyzszenie nie tylko Pna, ale takze Pk
1 Posm. Podwyzszenie st¢zenia potasu w osoczu obserwowano takze w grupie SHR 7+VW (Tab. 4).
Sposrod  wszystkich przebadanych peptydow najwigcej zmian w parametrach osocza

zaobserwowano pod wptywem peptydu VWIS u starszych szczuréw SHR (Tab. 6).

Blokowanie enzyméw wrazliwych na chymostatyne w sposdb zrdznicowany, zaleznie od
badanego modelu nadci$nienia, wptywa na catkowity przeplyw krwi przez nerk¢ (RBF) i na

przeptyw krwi przez tetnice biodrowa (IBF) oraz na opory naczyniowe w tych obszarach: w modelu
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UNX HS wszystkie obserwowane efekty po chymostatynie nie roznily si¢ od efektow
rozpuszczalnika, w modelu 2K 1C rézne od rozpuszczalnika efekty zaobserwowano dla obu oporow
naczyniowych (IVR, RVR; istotny wzrost po chymostatynie). W modelach SHR 7 i 16 nie bylo
réznic w oporach naczyniowych. W genetycznym modelu nadci$nienia po zablokowaniu lokalnych
RAAS zaobserwowano zmian¢ RBF: u mlodszych 7-tygodniowych szczuréw SHR blokowanie
chymazy poprawia perfuzj¢ nerki (utrzymanie RBF na stalym poziomie w przeciwienstwie do
rozpuszczalnika chymostatyny), natomiast u starszych 16-tygodniowych szczuréw SHR
zaobserwowano przeciwng reakcje (nastapilo obnizenie RBF w odpowiedzi na infuzje
chymostatyny, podczas gdy rozpuszczalnik nie wptynat na RBF; Tab. 2).

Jednoczesne blokowanie ogolnoustrojowego 1 lokalnych RAAS spowodowalo istotne
obnizenie IBF bez wplywu na opor naczyniowy w obrgbie konczyny dolnej (IVR), z kolei doszto do
istotnego obnizenia nerkowego oporu naczyniowego (RVR) bez wplywu na perfuzje nerki (RBF).

Peptydy VWIS 1 RIY w grupie SHR 16 wptynety na obnizenie przeptywu krwi przez tetnice
biodrowa (IBF) oraz spowodowaly podwyzszenie oporu naczyniowego w tym obszarze (IVR).
Pozostale peptydy wydaja si¢ nie mie¢ wplywu na badane przeptywy krwi (IBF, RBF) i opory
naczyniowe (IVR, RVR).

Nie bylo zmian w catkowitym przeptywie krwi przez nerk¢ w zadnej z badanych grup
eksperymentalnych. Obserwowane zmiany pod wplywem chymostatyny dotyczyly glebszych
warstw nerki (rdzen nerki): w modelach UNX HS, 2K1C, SHR 7 obserwowano obnizenie przeptywu
w rdzeniu nerki (OMBF i/lub IMBF), natomiast w grupie SHR 16+CH chymostatyna utrzymata na
stalym poziomie IMBF, ale spowodowata obnizenie OMBF.

Jednoczesne blokowanie ogolnoustrojowego i lokalnych RAAS nie wptyneto istotnie na
przepltywy wewnatrznerkowe.

Infuzja peptydow u szczurow SHR takze nie wplyneta na przeplywy wewnatrznerkowe
z dwoma wyjatkami: obserwowano przejsciowe obnizenie IMBF w grupie SHR 16+RIY, ale efekt
zanikt po odstawieniu peptydu oraz doszto do podwyzszenia IMBF w grupie SHR 16+1Y, takze tym

razem efekt utrzymat si¢ po odstawieniu peptydu.

Blokowanie enzyméw wrazliwych na chymostatyne obnizylo filtracje kigbuszkowa tylko
u szczurdw SHR, zaréwno w fazie rozwoju (efekt nie byt r6zny od efektu rozpuszczalnika) jak i po
utrwaleniu nadci$nienia (specyficzny efekt, 28% obnizenie GFR w grupie SHR 16+CH).
Jednoczesne blokowanie ogolnoustrojowego i lokalnych RAAS takze wplynglo na istotne 27%

obnizenie GFR, efekt byt specyficzny, r6zny od efektu rozpuszczalnika.
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Zaden z badanych peptydéw nie wptynal na wartosci GFR z wyjatkiem dwoéch grup:
u szczur6w SHR 16+VWIS doszlo do przejsciowego obnizenia GFR, ale efekt zanikt po odstawieniu
peptydu oraz w grupie SHR 16+RIY, tym razem obnizenie GFR obserwowano dopiero po
odstawieniu peptydu.

Blokowanie enzymow wrazliwych na chymostatyng nie wydaje si¢ mie¢ wplywu na wartosci
parametrow wydalniczych w modelach UNX HS, 2K1C oraz SHR 7. Chymostatyna jedynie
obnizyta wydalanie moczu i sodu w grupie SHR 16; podobny efekt obserwowano po jednoczesnym
blokowaniu og6lnoustrojowego 1 lokalnych RAAS.

Peptydy VW 1 1Y nie wydajg si¢ mie¢ wplywu na warto$¢ parametrow wydalniczych
zarOwno u szczurow SHR 7 oraz SHR 16. Zmiany w wydalaniu obserwowane byty natomiast po
podaniu VWIS (obnizenie diurezy i wydalania sodu z moczem) w grupie SHR 16. W odpowiedzi na

RIY w grupie SHR 16 obserwowano jedynie przemijajace obnizenie diurezy.

Zaré6wno blokowanie enzyméw wrazliwych na chymostatyne jak i jednoczesne blokowanie
ogolnoustrojowego 1 lokalnych RAAS spowodowato istotne zmiany w stezeniu Ang II w osoczu
1 tkankach w kazdym z badanych modeli nadci$nienia. Najwigcej zmian obserwowano w grupie
SHR 16, gdzie blokowanie chymazy spowodowalo istotne obnizenie Ang II we wszystkich
badanych tkankach jak i w osoczu, natomiast jednoczesne blokowanie ACE i chymazy wzmocnito
ten efekt, zwlaszcza w osoczu i nerce.

Poniewaz nie uzyskano spodziewanych hipotensyjnych efektow u szczurow SHR
w odpowiedzi na infuzje peptydow z nasion rzepaku, nie mierzono st¢zenia Ang Il w osoczu
1 tkankach w tych grupach badawczych, w ktérych blokowanie tkankowych RAAS okazalo si¢ mato

skuteczne.
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V. Dyskusja

1. Rola lokalnych szlakow powstawania Ang II w ksztaltowaniu tetniczego ciSnienia krwi,
hemodynamiki ustrojowej i wydalania nerkowego w roznych zwierzecych modelach

nadcisnienia
1.1. Wplyw na ciSnienie krwi tetniczej

Kwestia roli chymazy 1 innych enzyméw wrazliwych na chymostatyng w kontroli ci$nienia
tetniczego krwi u szczura jest bardzo dyskusyjna. Niektore doniesienia literaturowe poddaja
w watpliwos¢ wystepowanie chymazy u szczura [Miyazaki 1 wsp., 2006], natomiast inne wskazuja
na wystepowanie roznych jej podtypow w zaleznosci od gatunku [Takai 1 wsp., 1996; Caughey
i wsp., 2000]. Poczatkowo w literaturze opisano dwa podtypy szczurzej chymazy: RMCP | (ang. rat
mast cell protease) oraz podtyp RMCP II. Oba enzymy zidentyfikowano w komorkach tucznych
1 wskazano na ich niewielki udziat w konwersji Ang I w II [Wintroub i wsp., 1984]. Natomiast
w badaniach Guo i wsp. (2001) potwierdzono wystepowanie szczurzej chymazy w $cianie naczyn
krwionosnych (RVCH, ang. rat vascular chymase), ekstrahowanej z komoérek miesni gladkich
naczyn krwionosnych (VSMCs, ang. rat vascular smooth muscle cells). Jej cDNA wykazuje
odpowiednio w 74% i 80% homologie do dwoch wyzej opisanych podtypéw chymazy (RMCP 1
oraz II) a jednoczesnie w najwiekszym stopniu sposrod wszystkich opisanych chymaz wykazuje
homologie¢ z ludzka chymazg. Chymaza ta, podobnie jak jej ludzki odpowiednik, przeksztatca Ang I
w II. Jak wykazano, jej nadekspresja prowadzi do wytworzenia nadcis$nienia t¢tniczego oraz do
przebudowy naczyn krwionosnych u szczurdéw i transgenicznych myszy [Ju 1 wsp., 2001]. Kirimura
1 wsp. (2005) wskazuja na role szczurzej chymazy w przebudowie $ciany naczyn krwionosnych,
natomiast wykluczaja udzial enzymu w kontroli ci$nienia t¢tniczego krwi. Z kolei inne doniesienia
literaturowe wskazuja, ze u szczurow calo$¢ produkowanej Ang II zalezy tylko od aktywnos$ci
ACE, nie od chymazy [Takai i wsp., 2001]. Doniesieniom tym przeczg nasze wyniki sugerujace nie
tylko istotny udzial chymazy w kontroli ci$nienia t¢tniczego krwi u szczurow SHR w fazie
utrwalonego nadci$nienia, ale takze pokazujace kluczowy udzial enzymu w produkcji Ang II
w tkankach i osoczu w badanych modelach nadci$nienia. Natomiast Becari i wsp. (2010) wskazuje
na istnienie enzymu wrazliwego na chymostatyne, ktory nazwano elastaza-2, w przeciwienstwie do
wyzej opisanej szczurzej chymazy enzym odpowiada jedynie za konwersje Ang I w II a nie
prowadzi do rozkladu Ang II jak w przypadku szczurzej chymazy, ktéra w pewnych stanach

patologicznych moze wykazywac¢ taka proteolityczng aktywnos$¢ [Santos i wsp., 2002b]. Cho¢
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u szczurOw wykazano udzial chymazy w przebudowie $cian naczyn krwionos$nych, to jednak
dyskusyjng kwestig pozostaje udziat enzymu w ksztaltowaniu cisnienia tetniczego krwi.

Poniewaz w literaturze dyskutowany jest udziat obu enzyméw w lokalnych szlakach syntezy
Ang II, zar6wno chymazy jak i elastazy-2, a takze oba enzymy s3 blokowane przez chymostatyne,
uzasadnione jest mowienie w dalszej czesci dyskusji o roli enzyméw wrazliwych na chymostatyng
bez wyrdzniania zadnego z nich.

W celu sprawdzenia wpltywu enzymow wrazliwych na chymostatyng w regulacji ci$nienia
tetniczego krwi w nadcis$nieniu, ktorego przyczyny sg — jak wiadomo — niejednorodne, badania
przeprowadzono z wykorzystaniem roéznych modeli nadcis$nienia tetniczego, jak nadci$nienie
sodozalezne, nadci$nienie pochodzenia nerkowego w modelu 2K1C (ang. two-kindey,one-clip)
oraz nadcisnienie o podlozu genetycznym z wykorzystaniem szczuréw SHR w dwoch fazach
rozwoju nadcis$nienia.

Blokowanie u szczura in vivo enzymoéw wrazliwych na chymostatyne nie wptyn¢lo na
ci$nienie tetnicze krwi w modelu nadci$nienia sodozaleznego oraz w nadci$nieniu pochodzenia
nerkowego, co sugeruje niewielki wptyw tych enzyméw w ksztaltowaniu ci$nienia tgtniczego krwi
w tych dwoch modelach nadci$nienia. Zgodnie z doniesieniami literaturowymi wydaje sig, ze
w szczurzych modelach nadci$nienia nadrzedng rolg¢ w regulacji ci$nienia tetniczego krwi odgrywa
ACE. Cho¢ w badaniach in vitro z wykorzystaniem homogenatow serca i naczyn tetniczych
potwierdzono zdolno$¢ szczurzej chymazy do przeksztalcania Ang I w II [Kishi i wsp., 2006],
jednak wydaje si¢, ze udziat zaleznej od aktywnos$ci chymazy angiotensyny II nie ma istotnej roli
w regulacji ci$nienia krwi in vivo [Takai i wsp., 2004], co w przypadku dwoch pierwszych
opisanych modeli potwierdzajg takze nasze badania.

Wedlug danych literaturowych w nadci$nieniu zaleznym od wysokiej podazy sodu w diecie
poziom krazacej Ang Il jest nizszy niz w naczyniowo-nerkowym modelu nadci$nienia (2K1C)
(wida¢ to takze w moich badaniach). Sugeruje to, ze przynajmniej w drugim typie nadci$nienia
tkankowa pula Ang II moglaby mie¢ wyrazny udzial w ksztaltowaniu ci$nienia tetniczego krwi
u tych zwierzat. W moich badaniach blokowanie chymazy spowodowalo jedynie tendencj¢ do
obnizenia MABP w obu modelach nadci$nienia, prawdopodobnie bez istotnego znaczenia
fizjologicznego, co jednak nie neguje postawionej hipotezy. Prawdopodobnie pula Ang Il
syntetyzowanej w tkankach na drodze zaleznej od chymazy nie jest zaangazowana w krotkotrwala
regulacje ci$nienia tetniczego krwi, a pekni role w przebudowie strukturalnej tkanek i narzadow,
ktora jest rownoczesnie przyczyng i konsekwencja nadci$nienia [Doggrell i wsp., 2004]. W takie;]
sytuacji efekty blokowania chymazy mogtyby sie ujawni¢ w trakcie chronicznych obserwacji, nie
za$ w przypadku blokowania enzymu w kréotkotrwatym doswiadczeniu (60 min infuzji inhibitora

chymazy).
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Podobnie jak w przypadku nadci$nienia sodozaleznego oraz nadci$nienia zaleznego od
zwezenia jednej tetnicy nerkowej u szczura, blokowanie enzyméw wrazliwych na chymostatyne nie
wplyneto na ci$nienie tetnicze krwi u szczurow SHR znajdujacych sie w poczatkowej fazie rozwoju
nadci$nienia. Na wczesnym etapie choroby u 7-tygodniowych zwierzat wplyw enzymow
odpowiedzialnych za lokalng produkcje Ang II jest znikomy [Takai i wsp., 2014], stad brak efektu
blokowania enzymoéw wrazliwych na chymostatyne na wartosci ci$nienia tetniczego krwi w tej
grupie. Potwierdzeniem tego faktu sa niskie stezenia Ang II (Ryc. 14) odnotowane w osoczu
u miodych szczurow SHR, u ktorych nie doszio jeszcze do rozwoju nadci$nienia i ktére nie
zareagowaly obnizeniem poziomu Ang Il na blokowanie chymazy. Szczury te, poczatkowo
normotensyjne, rozwijaja nadci$nienie stopniowo, osiggajac do 10 tygodnia zycia wartosci ciSnienia
znacznie wyzsze od typowych dla normotensyjnej kontroli [Okamoto K 1 Aoki K, 1963].

Poczawszy od 16 tygodnia zycia skurczowe ci$nienie krwi u szczuré6w SHR ustala si¢ na
poziomie 187 mmHg  (http:  //www.criver.com/files/pdfs/rms/shr/rm  _rm_r_08 bp_
characterization_of hypertensive and.aspx; dane z 27.03.2015) 1 mozna od tego momentu moéwic¢
o ustalonym nadcis$nieniu tetniczym krwi. Jako kolejng grupe wykorzystano wiasnie 16-tygodniowe
SHR, aby uzyskane wyniki skonfrontowa¢ z wynikami uzyskanymi od mtodszych, 7-tygodniowych
szczurow SHR, ktore nie rozwinely nadci$nienia. Takie podej$cie miato istotne zalety dla
ostatecznej interpretacji uzyskanych wynikow, poniewaz mialo wskaza¢ czy rzeczywiscie udziat
enzymow wrazliwych na chymostatyne zwicksza si¢ u szczurdw wraz z rozwojem nadci$nienia.

Biorgc pod uwage wszystkie przebadane przeze mniec modele nadci$nienia tylko w grupie
SHR z utrwalonym nadci$nieniem blokowanie enzymoéw wrazliwych na chymostatyng
spowodowalo istotne obnizenie ci$nienia tetniczego krwi. W grupie SHR 16 efekt obnizenia
ci$nienia krwi in vivo widoczny byt co prawda dopiero po 30 min od odstawienia chymostatyny, ale
obserwacja wskazuje na zalezno$¢ zmian ci$nienia tetniczego krwi od enzyméw wchodzacych
w sklad lokalnych szlakow RAAS u szczurow z rozwinigtym nadci$nieniem. Wyniki te s3
zaskakujace, gdyz wedlug danych literaturowych blokowanie szczurzej chymazy nie wptywa na
wartosci ci$nienia te¢tniczego krwi w tym modelu nadci$nienia pomimo wykazanej in vitro wysokiej
aktywnos$ci ACE 1 chymazy w homogenatach z aorty tych szczuréw [Kirimura 1 wsp., 2005].
Badacze wykazali, ze produkcja Ang II w tkankach u szczurow SHR jest istotnie wyzsza niz
u szczurow WKY, jednoczes$nie wykazali oni, ze podwyzszona synteza Ang II u SHR jest
catkowicie hamowana przez inhibitory ACE, nie za$ inhibitory chymazy [Kirimura i wsp., 2005].

Roznice w wynikach uzyskanych w niniejszej pracy (obserwowany spadek ci$nienia
u szczuroOw SHR po blokowaniu lokalnych szlakow RAAS) w poréownaniu do badan Kirimury
I wsp. (2005) pomimo zastosowania tego samego modelu nadci$nienia, mozna thumaczy¢ réznym

podejsciem badawczym oraz rdéznymi metodami pomiaru ci$nienia krwi w badanych grupach.
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Podczas gdy w niniejszej pracy wykorzystano pomiar ci§nienia w tetnicy udowej u szczura
w narkozie, w pracy Kirimury zastosowano pomiar ci$nienia krwi u szczuréw czuwajacych,
z zastosowaniem mankietow okluzyjnych. Pomiar ci$nienia krwi technikg mankietow zaktadanych
na ogonie u szczura jest metoda wysoce nieprecyzyjng. Zaletami metody jest nieinwazyjnos$¢
1 prostota pomiaru, wada jest stres zwierzecia wynikajacy z unieruchomienia podczas pomiaru.
Powszechnie uznaje si¢, ze technika mankietow okluzyjnych jest mniej czula niz inwazyjne
techniki pomiarowe i niewielkie zmiany ci$nienia s3 niezauwazalne. Co wigcej, u szczurow SHR
komponenta neurogenna, ktora wigze si¢ z wrazliwoscig na stres, jest istotng skladowg przyczyn
nadcisnienia u tych szczuréw. Nalezy takze zaznaczy¢, ze pomiar ci$nienia tetniczego krwi
w narkozie jest rowniez obarczony bledem, gdyz gleboka narkoza zaburza aktywnos$¢ ukiadu
nerwowego, niektérych hormondéw i czynnikdéw parakrynnych. Drugim powodem réznic moze by¢
zastosowany inhibitor i droga jego podawania. W badaniach Kirimury i wsp. (2005) zastosowano
komercyjny inhibitor chymazy, NK3201 (Nippon Kayaku Co. Ltd., Tokyo, Japan), ktéry podawano
szczurom dozotadkowo jednorazowo (,,a single oral dose of NK3201”’) w dawce 10 mg/kg. Efekty
jego dziatania obserwowano mierzac skurczowe cisnienie krwi po 2, 4, 8 1 24 godzinach od podania
substancji. Natomiast zastosowany przez nas inhibitor chymazy — chymostatyna — podawana byta
przez godzing w infuzji dozylnej.

Uzyskane przeze mnie wyniki sg jak dotad pierwszymi badaniami wskazujgcymi na udziat
enzymow wrazliwych na chymostatyne w ksztaltowaniu ci$nienia tetniczego krwi w ustalonej fazie
nadci$nienia u szczurow SHR. Wiekszo$¢ danych literaturowych skupia si¢ na roli chymazy in vitro
1 wskazuje na jej istotny udzial w przebudowie naczyn w nadcis$nieniu [Doggrell 1 wsp., 2003],
natomiast doniesien odnoszacych si¢ do roli chymazy in vivo jest stosunkowo niewiele i jest to

nowy obszar badan dotyczacy lokalnych RAAS.

1.2. Wplyw na stezenia elektrolitow w osoczu i osmolalnosci osocza

Blokowanie enzyméw wrazliwych na chymostatyn¢ w modelu nadci$nienia sodozaleznego
1 w modelu 2K1C nie wptynelo na stezenie elektrolitéw osocza a obserwowana w obu modelach
tendencja do wzrostu stezenia potasu byta prawdopodobnie nastepstwem podawania
rozpuszczalnika chymostatyny, nie za§ samego inhibitora.

Cho¢ u mlodszych, 7-tygodniowych szczurow SHR infuzja chymostatyny nie wptyneta na
stezenie potasu w osoczu, to infuzja inhibitora istotnie podwyzszyta st¢zenie sodu w osoczu.
Zaburzenie stezenia jednego z najwazniejszych kationdw osocza moze wskazywaé na poczatek
zaburzen wodno-elektrolitowych. Przeciwng reakcje obserwowano u starszych szczurow SHR

w utrwalonej fazie nadci$nienia; chymostatyna nie wptyneta tu na stezenie sodu w osoczu, jednak
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przyczynifa si¢ do niespecyficznego wzrostu st¢zenia potasu. Tym razem jednak chymostatyna
spowodowata 19% wzrost Pk a jej rozpuszczalnik jedynie 8% wzrost, co moze wskazywaé na
zahamowanie uwalniania aldosteronu. Hipoteze t¢ potwierdza fakt, ze w tej grupie szczurow SHR
doszto do obnizenia st¢zenia Ang II w osoczu, waznego stymulatora syntezy i uwalniania

aldosteronu z kory nadnerczy.

1.3. Wplyw na ukrwienie i opoér naczyniowy w Kkrazeniu nerkowym i Kkrazeniu

zaopatrywanym przez tetnice biodrowg

Cho¢ blokowanie enzymoéw wrazliwych na chymostatyn¢ nie mialo wptywu na wartosci cisnienia
krwi w modelu 2K1C, inhibitor spowodowat wzrost oporow naczyniowych (IVR oraz RVR) przy
braku wplywu na przeptywy krwi przez tetnice biodrowa i1 przez nerkg. Otrzymane wyniki
wskazujg na istotng role chymazy w regulacji napiecia sciany naczyn oporowych w tym typie
nadci$nienia. Nieoczekiwanie, enzymy wrazliwe na chymostatyne zdaja si¢ ostabia¢, a nie
wzmacnia¢ stan napig¢cia naczyn; mozna spekulowaé, ze mogloby to wskazywaé na przewage
aktywnos$ci enzyméw zaleznych od chymostatyny rozkladajacych Ang II. Hipotezy tej nie
potwierdzaja jednak dane pokazujace obnizenie poziomu Ang II w tkankach 1 osoczu po
zablokowaniu chymazy.

W grupie szczuréow SHR 7 blokowanie enzymoéw wrazliwych na chymostatyng
spowodowalo utrzymanie calkowitego przeptywu krwi przez nerke na stalym poziomie, choc
w grupie kontrolnej, otrzymujacej rozpuszczalnik, obserwowano obnizenie RBF. Blokowanie
enzyméw wrazliwych na chymostatyne przeciwdzialala temu obnizeniu, co wskazuje na
oczekiwany naczyniorozszerzajacy efekt zablokowania chymazy .

Sprawdzono, ze reakcja na chymostatyne u 7-tygodniowych szczurow SHR rézni si¢ od
obserwowanej u SHR 16. Nieoczekiwanie hamowanie chymazy powoduje upos$ledzenie
catkowitego przeplywu krwi przez nerke w grupie starszych SHR, co sugeruje istotng rolg¢ chymazy
w utrzymaniu RBF na stalym poziomie. Z drugiej strony efekt ten moze by¢ spowodowany
obnizeniem te¢tniczego ciS$nienia krwi w tej grupie. U szczuréw SHR w fazie utrwalonego
nadci$nienia blokowanie chymazy wplywa najwyrazniej, zarowno na cis$nienie tetnicze krwi jak
1 przeptywy nerkowe, co moze $wiadczy¢ o zaburzeniach mechanizmu autoregulacji przeptywu
krwi w tej grupie szczurOw; w takiej sytuacji juz niewielkie obnizenie ci$nienia krwi moze
skutkowaé¢ obnizeniem przeplywu nerkowego. RzeczywiScie, istotne zaburzenie autoregulacji

u SHR potwierdza szereg doniesien [Navar i wsp., 2011].
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1.4. Wplyw na przeplywy wewnatrznerkowe

W kregu naszych zainteresowan bylo sprawdzenie czy chymaza jest zaangazowana
w kontrole perfuzji poszczegdInych stref nerki. Jak wykazaty badania rozpuszczalnik chymostatyny
(DMSO), cho¢ podany w bardzo duzym rozcienczeniu (stezenie DMSO w infundowanym plynie
0,05%), istotnie wptynat na OMBF zarowno w modelu nadci$nienia zaleznego od wysokiej podazy
sodu (UNX HS) jak i w nadcis$nieniu naczyniowo-nerkowym (2K1C). Co istotne, chymostatyna
podobnie wplyneta na wartosci OMBF w modelu 2K1C, podczas gdy w modelu UNX HS
blokowanie chymazy zapobieglo obnizeniu OMBF zaleznym od rozpuszczalnika. Wyniki te
sugeruja, ze w modelu UNX HS blokowanie szlaku syntezy Ang Il w drodze niezaleznej od ACE
moglo wptynaé protekcyjnie na przepltyw krwi przez te strefe nerki (rdzen zewngtrzny), obszar
zaangazowany w intensywny kanalikowy transport elektrolitow, szczeg6lnie wrazliwy na lokalne
niedotlenienie a jednoczesnie - jak si¢ przypuszcza - petnigcy role w kontroli ci$nienia tetniczego
krwi [Cowley, 1992]. Wiadomo, Zze chymaza ma zdolno$¢ rozkladania naczyniorozszerzajacej
bradykininy [Ju i wsp., 2001; Navar i wsp., 2011], a jej blokada (podobnie jak blokowanie ACE)
1 tym samym zablokowanie tego procesu moze przyczyni¢ si¢ do wzrostu przeptywu krwi przez
kore i rdzen nerki.

Wewnatrznerkowa dystrybucja Ang Il jest zréznicowana; wskazywano, ze poziom Ang II
w rdzeniu 1 korze nerki jest rozny [Navar 1 wsp., 1997; Navar i wsp., 1998]. Sugeruje si¢, ze Ang 11
w wiekszym stopniu wptywa na przepltyw rdzeniowy niz korowy nerki [Pallone i wsp., 1990].

W modelu UNX HS blokowanie chymazy utrzymywalo przeptyw przez rdzen zewnetrzny
nerki co mozna wigza¢ z obserwowanym obnizeniem poziomu Ang II w nerce. Dla bardziej
precyzyjnego wnioskowania wskazane by bylo oznaczenie stezenia Ang II osobno w korze
i rdzeniu nerki, co mogloby uscisli¢ poglady na role hormonu w zaleznosci od strefy nerki.

Wydaje si¢, ze chymaza nie ma wplywu na regulacj¢ przeptywu przez korg nerki w zadnym
z badanych modeli nadci$nienia, natomiast zaleznie od podloza nadci$nienia blokowanie chymazy
wplywalo odmiennie na krazenie rdzeniowe. Zaréwno w modelu UNX HS jak i 2K1C po podaniu
chymostatyny obserwowano istotne obnizenie przeplywu krwi przez rdzen wewngtrzny nerki,
a w grupie SHR 7 zaobserwowano jedynie tendencje do obnizenia IMBF, byt to jednak ten sam
kierunek zmian. Co istotne, nie bylo jedoczesnych zmian w ci$nieniu krwi i catkowitym przeptywie
krwi przez nerke, co moze $§wiadczy¢ o specyficznym wplywie chymazy na krazenie w rdzeniu
nerki. Tylko grupa SHR 16 zareagowala odmiennie, tu chymostatyna przeciwdziatala spadkowi
IMBF, ktéry obserwowano po podaniu jej rozpuszczalnika, co ponownie moze by¢ zalezne od
obnizenia poziomu Ang II w nerce lub/i wrazliwosci tego obszaru na zablokowanie zaleznego od

chymazy rozktadu naczyniorozszerzajacej bradykininy.
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Tylko u szczurow SHR, zaréwno w fazie rozwoju jak i w fazie ustalonego nadcis$nienia,
doszto do obnizenia OMBF, co wydaje si¢ by¢ wyraznie zwigzane z blokowaniem chymazy.
W grupie SHR 7 doszlo takze do istotnego podwyzszenia st¢zenia sodu w osoczu, co moze byc
zwigzane ze spadkiem przeptywu przez rdzen zewnetrzny nerki w odpowiedzi na chymostatyng.
Poniewaz rdzen zewnetrzny nerki jest obszarem, gdzie zachodzi intensywny transport elektrolitow,
zaburzenia w jego przepltywie moga skutkowac retencja sodu i podwyzszeniem jego stezenia
w osoczu; moze tez by¢ efektem pewnego podwyzszenia poziomu Ang II, ktéra stymuluje
reabsorpcje Na w kanaliku proksymalnym.

Obnizenie przeplywu przez rdzen zewnetrzny nerki (OMBF) oraz spadek calkowitego
ukrwienia nerki (RBF) wydaja si¢ by¢ nastepstwem obnizenia MABP i stabej autoregulacji
w grupie SHR 16. Jednak taka hipoteza nie ttumaczy obnizenia OMBF w grupie SHR 7, w ktorej
nie doszto do obnizenia ci$nienia tg¢tniczego krwi, a obnizeni przeplywu krwi przez rdzen

zewnetrzny nerki zachodzi w obu tych grupach.

1.5. Wplyw na wydalanie

Zwigkszona produkcja Ang II w tkankach moze prowadzi¢ do zmniejszenia wydalania wody
1 sodu z moczem 1 moze przyczynia¢ si¢ do postgpujacego rozwoju nadci§nienia tetniczego [Dzau
and Pratt, 1986]. W dwoch pierwszych przebadanych modelach nadci$nienia (UNX HS oraz 2K1C)
nie zaobserwowano zmian w wydalaniu po zablokowaniu enzymoéw wrazliwych na chymostatyne.
Natomiast wzrost wydalania potasu w grupie UNX HS mogilby wskazywaé na zwickszenie
aktywnosci aldosteronu w tym modelu nadci$nienia. Zgodnie z t3 interpretacjg w grupie UNX
HS+CH wydalanie sodu takze uleglo obnizeniu (z 1,8+0,5 do 1,1+0,2 pmol min™ g™). By¢ moze
wskutek blokowania chymazy dochodzi do aktywacji og6lnoustrojowego RAAS (szlaku syntezy
Ang II zaleznego od ACE) i1 do zwigkszenia aktywnosci aldosteronu, jednak pomiar poziomu Ang
Il w osoczu i tkankach po zablokowaniu chymazy przeczy tej hipotezie.

Wyniki przedstawionych badan potwierdzaja duza zalezno$¢ wydalania nerkowego od
ci$nienia krwi, szczegolnie w grupie SHR 16. W grupie SHR 16 blokowanie chymazy obnizylo nie
tylko diureze, ale takze wplynelo na wydalanie sodu i filtracj¢ kigbuszkowa (GFR) a takze na
hemodynamike nerek. Wyrazna zalezno$¢ ukrwienia 1 wydalania nerkowego od wielkosci ci$nienia
krwi u SHR 16 sugeruje wcze$niej wspomniane zaburzenia w autoregulacji oraz splaszczenie
1 przesunigcie krzywej "pressure natiuresis" w strong¢ wyzszych ci$nien. Obnizenie wydalania wody
1 sodu oraz GFR moga by¢ takze nastgpstwem morfologicznych zmian rozwijajacych si¢ w nerkach

pod wplywem wysokiego ci$nienia [Gawrys i wsp., 2014]. Szczury z tej grupy charakteryzuja si¢
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niskimi warto$ciami filtracji kigbuszkowej co wskazuje na postepujaca niewydolno$¢ nerek w tym
modelu nadci$nienia.

Blokowanie chymazy we wczesnej fazie spontanicznego nadcisnienia (SHR 7) nie wptyneto
na wydalanie nerkowe, jednak istotnie zwigkszylo poziom sodu w osoczu, co moze by¢
nastgpstwem obnizonej filtracji kigbuszkowej w tej grupie. Mozna réwniez spekulowaé, ze
w wyniku zablokowania lokalnej konwersji Ang I doszlo do wzrostu stezenia substratu dla
klasycznego szlaku syntezy Ang II (ACE), wzrostu st¢zenia Ang Il w osoczu (obserwowana
tendencja) i zwigkszonej reabsorpcji w nerkach. W zaskakujacy sposéb wyniki te mogg sugerowac
istotng protekcyjng role chymazy w genetycznym modelu nadci$nienia, przynajmniej na

poczatkowym etapie jego rozwoju.

O KONTROLA

Stezenie Ang II B CHYMOSTATYNA

[ng mI™]
35 -
30 - 1
25 -
20 -
15 -

1.0 -
05 - #

0,0

UNX HS 2K1C SHR7 SHR 16

Ryc. 33. Poziom angiotensyny 1l (Ang II) w osoczu (ng ml™) w réznych typach nadcisnienia:
w modelu sodozaleznym (UNX HS), naczyniowo-nerkowym (2K1C) oraz w genetycznym modelu
nadci$nienia w dwoch fazach rozwoju (SHR 7 1 SHR 16) u szczuréw otrzymujacych chymostatyne
(+CH) oraz w grupie kontrolnej otrzymujacej rozpuszczalnik (+C).

Wartosci $rednie = SEM, dla grupy UNX HS+CH n=6; UNX HS+C n=5; 2K1C+CH n=7; 2K1C+C
n=6; SHR 7+CH n=6; SHR 7+C n=5; SHR 16+CH n=7, SHR 16+C n=6.

# — znamiennie rozne od wartos$ci dla grupy kontrolnej przy p<0,05 lub mnie;.
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1.6. Wplyw na poziom angiotensyny II w osoczu i tkankach

Chymaza wydaje si¢ mie¢ najwiekszy udzial poza ACE w lokalnej produkcji Ang II, a ponadto jej
blokowanie in vivo okazalo si¢ skuteczne w obnizeniu puli tkankowej Ang II [Kokkonen i wsp.,
2003]. Nasze badania przeprowadzone z uzyciem r6znych modeli nadci$nienia pozostajag w zgodzie
z powyzszymi doniesieniami.

Okazato si¢, ze w kazdym z przebadanych szczurzych modeli nadci$nienia chymaza jest
istotnie zaangazowana w lokalng produkcje Ang II; w nerkach (wszystkie grupy poza SHR 7),
w sercu (poza UNX HS), w aorcie (tylko w grupie SHR 16) oraz, co szczegodlnie zaskakujace,
w osoczu (poza SHR 7). Wyniki te stawiaja pod znakiem zapytania dotychczas utrwalone poglady,
ze w ogllnoustrojowym RAAS glowng rolg w syntezie krazacej Ang 11 pelni ACE, a w tkankowych
szlakach konwersji Ang I w Ang 11 wspoldziataja enzymy obu szlakow. Jednak niejasny pozostaje
ilosciowy udziat kazdego z tych enzymoéw (enzymu konwertujgcego i enzymow wrazliwych na
chymostatyne) w produkcji naczyniokurczacej Ang II.

Jak wynika z danych literaturowych [Li i wsp., 2004] u transgenicznych myszy chroniczny
brak tkankowej chymazy (ang. vascular chymase) nie prowadzi do kompensacyjnego wzrostu
aktywnosci tkankowego ACE. Wobec tego zwierzeta te nie s w stanie skompensowac nizszego
poziomu Ang Il w tkankach. Moje badania rowniez pokazujg istotnie nizszy poziom Ang II w wiclu
badanych tkankach, po zablokowaniu chymazy.

Szczegblnie nalezy podkresli¢, ze nasze wyniki po raz pierwszy pokazuja, obok udziatu
ACE w ksztaltowaniu poziomu Ang II w osoczu, istotng role peli tu takze chymaza. Jej udziat
wzrasta szczeg6lnie w stanach patologicznych, takich jak nadcisnienie. Jednak mechanizm poprzez
ktory chymaza wptywa na poziom krazacej Ang II nie jest jasny.

Uzyskane wyniki sg szczegdlnie interesujgce zwazywszy na fakt, ze w utrwalonej fazie
nadci$nienia o podlozu genetycznym, u SHR 16, wigcej powstajacej w osoczu Ang II zalezy od
aktywnos$ci enzymow wrazliwych na chymostatyne niz od ACE (ponad trzykrotnie nizsze wartosci
Ang I w osoczu po zablokowaniu chymazy), ale wlasciwie wszedzie obnizenie jest bardzo duze
(poza SHR 7). By¢ moze obserwowana u pacjentow mala skuteczno$¢ klasycznych inhibitorow
ACE jest wynikiem braku eliminacji duzej frakcji Ang II, poniewaz jak wiadomo leki te nie
wplywaja na chymaze 1 tym samym nie hamuja tkankowych szlakow syntezy Ang II, ale takze
w niewystarczajagcym stopniu blokuja klasyczny szlak powstawania Ang II. Co wigcej, leki te
prowadza do wigkszej aktywnos$ci reninowej osocza i przyczyniaja si¢ do zwigkszenia syntezy Ang
I, peptydu bedacego substratem dla chymazy i innych niezaleznych od ACE enzymow
konwertujacych Ang I. Co istotne, chymaza pozostaje calkowicie niewrazliwa na blokowanie przez

inhibitory ACE [Lorenz, 2010; Doggrell i wsp., 2004].
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W konteks$cie ujawnionego w badaniach wptywu enzyméw uznanych za lokalne na poziom
krazacej Ang Il nasuwa si¢ pytanie, czy produkowana lokalnie Ang II moze by¢ uwalniana z tkanek
do krwiobiegu i odwrotnie, czy mozliwe jest przemieszczenie krazacego peptydu do tkanek?
W danych literaturowych brak jest doniesien odnosnie tej kwestii. Nasze badania wskazuja na duzg
skuteczno$¢ chymostatyny w obnizeniu poziomu krazacej Ang I, przy czym wiadomo, zZe inhibitor
ten nie wykazuje powinowactwa do ACE. Ta obserwacja, niezwykle zaskakujaca, nie podlega
prostej interpretacji. W rzeczywistosci enzymy wrazliwe na chymostatyne najprawdopodobniej
przyczyniaja si¢ do zwigkszenia puli Ang II nie tylko lokalnie, ale w jaki§ sposob takze
ogoblnoustrojowo. Jest prawdopodobne, ze chymaza degradujaca Ang 1-12 [Ahmad i wsp., 2013]
prowadzi do zwigkszenia puli Ang [ a ta jako substrat dla ACE, szczegdlnie przy jego
podwyzszonej aktywnosci - co ma miejsce w niektorych formach nadci$nienia (np. w przypadku
nadci$nienia zlosliwego, pierwotnego czy zwezenia tetnicy nerkowej) - moze prowadzi¢ do
zwigkszenia syntezy 1 akumulacji Ang II w osoczu. Natomiast zablokowanie tego procesu na
samym poczatku poprzez uzycie inhibitora chymazy moze przyczyni¢ si¢ do obserwowanego
W naszych badaniach obnizenia st¢zenia tego peptydu we krwi.

Z drugiej strony w pracy Moniwy i wsp. (2013) z wykorzystaniem normotensyjnych
szczurow Wistar-Kyoto (WKY) oraz szczurow SHR dowiedziono, ze ACE jest glownym enzymem
ogolnoustrojowo zaangazowanym w konwersj¢ Ang 1-12 do mniejszych peptydéw, a chymaza
w wiekszym stopniu odpowiada za degradacje Ang 1-7 lokalnie. Co wigcej, autorzy podkreslili
udziat chymazy w konwersji Ang 1-7 u normotensyjnych WKY. Badacze zaobserwowali, ze
dozylna infuzja Ang 1-12 zwigkszyta nie tylko ci$nienie tetnicze krwi, ale tez poziom krazacej Ang
I 1 Ang II zarowno u szczurow WKY jak SHR. Infuzja lizynoprylu, leku z grupy inhibitoréw
konwertazy angiotensyny (ACEi) spowodowala u tych szczuréw wzrost stezenia Ang 1-12 i Ang |
przy duzym obnizeniu stezenia krazacej Ang II. Natomiast dootrzewnowe podanie chymostatyny
nie miato wptywu na st¢zenie Ang 1-12, Ang I ani Ang II, jednak zwigkszylo istotnie poziom Ang
1-7 tylko u szczuréw WKY [Moniwa 1 wsp., 2013]. Odmienne wyniki uzyskano we wcze$niejszych
badaniach in vitro [Ahmad i wsp., 2011] prowadzonych na izolowanych kardiomiocytach, gdzie
wykazano udzial chymazy w konwersji Ang 1-12.

W prezentowanych badaniach nie zaobserwowano wpltywu blokowania chymazy na
warto$ci ci$nienia krwi ani w modelu nadci$nienia zaleznym od wysokiej podazy sodu, ani
w modelu zaleznym od zwezenia jednej tetnicy nerkowej, ani nawet u mlodych szczuréw SHR 7,
u ktorych nie doszlo jeszcze do rozwoju nadci$nienia. Niemniej jednak, w kazdym z modeli doszto
do obnizenia poziomu Ang II w wybranych obszarach. Moze to sugerowa¢ pewne opodznienie
w reakcji ci$nienia t¢tniczego krwi na obnizenie poziomu Ang II lub Ze stezenie Ang II wcigz byto

wystarczajaco wysokie do wywotania efektu presyjnego. Mozna przypuszczaé, ze zmniejszenie
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wytwarzania Ang Il w tkankach moze w dluzszym czasie ztagodzi¢ objawy choroby
nadci$nieniowej powodujac poprawe funkcji naczyn, nerek czy serca. Oczywiscie, W celu
sprawdzenia tej hipotezy konieczne sg badania przewlekle.

Nasze badania poréwnujace poziom Ang Il w osoczu z jej stezeniem w tkankach,
szczegodlnie w nerce, sg w zgodzie z wczesniejszymi doniesieniami literaturowymi. Badania innych
badaczy [Campbell i wsp., 1991; Guan i wsp., 1992; Von Thun i wsp., 1994] wykazaty, ze
wewnatrznerkowy poziom Ang II pozostaje pod kontrola zlozonych mechanizmoéw, w tym
wychwytu Ang II spoza nerki jak réwniez jej miejscowej produkeji, ale takze podlega wptywom
fizjologicznej degradacji tej puli Ang II, ktora pochodzi z naczyn krwiono$nych [Rosivall i wsp.,
1987]. Nasze badania pozostaja w zgodzie z ogolnie panujagcym pogladem, ze nerka jest jednym
z tych narzadow, ktore sa w pelni wyposazone we wszystkie komponenty lokalnie dziatajacego
RAAS, a poziom wewnatrznerkowej Ang Il znacznie przewyzsza nie tylko poziom w osoczu, ale
takze w innych tkankach [Rosivall i wsp., 1987; Kobori i wsp., 2007].

Dieta wysokosodowa powoduje zmniejszenie puli zarowno krazacej Ang II jak
1 aldosteronu, podczas gdy poziom Ang Il w sercu i w nerce ulega zwigkszeniu [Bayorh 1 wsp.,
2005]. Jak twierdzg autorzy cutowanej pracy, sod pochodzacy z diety aktywujr lokalne RAAS
1 wnioskuja, ze tkankowy poziom Ang II i aldosteronu w wigkszym stopniu odzwierciedla
zaburzenia w reaktywnosci naczyn (i uposledzenie funkcji narzagdéw) niz pula Ang II w osoczu.
Jednoczesnie to te zmiany wywolane przez nadmierng aktywacje tkankowych RAAS moga
w wiekszym stopniu przyczynia si¢ do rozwoju 1 utrwalenia nadcisnienia [Bayorh 1 wsp., 2005].

Z danych literaturowych wynika, ze mechanizm rozwoju nadci$nienia naczyniowo-
nerkowego zalezy od rodzaju zmian w tetnicach nerkowych. W przypadku jednostronnego
zwezenia tetnicy nerkowej (model zastosowany w naszych badaniach) gléwng przyczyna rozwoju
nadci$nienia jest wzmozona aktywno$¢ uktadu RAAS, a poziom tkankowej Ang II jest
podwyzszony w obu nerkach. Podczas gdy wewnatrznerkowe st¢zenie Ang Il w nerce prawidlowej
(nieischemicznej) jest glownie zalezne od dzialania ACE, rola szlaku niezaleznego od ACE
w produkcji Ang IT w obu nerkach wcigz pozostaje niewyjasniona. Nasze badania wykazaty, ze
wewnatrznerkowy szlak syntezy Ang II zalezny od chymazy takze peilni istotng rolg
w zdrowej/nieischemicznej nerce w modelu 2K1C. Z drugiej strony, w badaniach Sadjadi i wsp.
(2005) potwierdzono, ze aktywno$¢ niezaleznego od ACE szlaku syntezy Ang Il byta podwyzszona
w niedokrwionej nerce, ale pozostala bez zmian w nerce nieischemicznej. Autorzy podkreslaja, ze
nawet jesli aktywnos$¢ chymazy jest podwyzszona w niedokrwionej nerce u szczurOw
nadci$nieniowych, to poziom krazacej Ang II nie wydaje si¢ wplywaé na regulacje
wewnatrznerkowej aktywno$ci chymazy, co sugeruje ze aktywno$¢ enzymu jest podwyzszona

bezposrednio wskutek rozwijajacego si¢ niedokrwienia tkanki nerkowe;.
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Jak wykazaly moje badania, blokowanie enzyméw wrazliwych na chymostatyng in vivo
skutecznie wptyngto na obnizenie poziomu Ang II w osoczu w kazdym z badanych modeli
z wyjatkiem szczurow SHR w poczatkowej fazie nadci$nienia. Wyniki sugeruja, ze u miodych
szczurow SHR 7 poziom Ang II w osoczu nie zalezy od enzyméw wrazliwych na chymostatyne
a prawdopodobnie w catosci jest wynikiem aktywnosci ACE. U milodych szczuréw SHR
stwierdzono, ze nastepuje silna aktywacja ogélnoustrojowego RAAS, w szczegdInosci zwigksza sie
aktywno$¢ reniny, angiotensynogenu i ACE, co w tym modelu nadci$nienia istotnie przyczynia si¢
do postepu choroby [Zicha i Kunes, 1999]. W tej grupie szczurow chymostatyna wptynela jedynie
na obnizenie poziomu Ang Il w sercu, a pozostata bez wplywu na pozostale badane tkanki. By¢
moze u miodych szczuréw SHR, u ktérych nie doszto jeszcze do wytworzenia nadci$nienia,
tkankowa chymaza jest nieaktywna lub wrecz nieobecna 1 nie ma jeszcze wptywu na poziom Ang |1
w tych obszarach. Wraz z rozwijajacym si¢ nadci$nieniem chymaza i/lub elastaza-2 moze
uaktywnia¢ si¢ w roznych tkankach w réznym czasie, ale jak si¢ wydaje w pierwszej kolejnosci
aktywna jest w sercu. Co ciekawe, poziom Ang Il w sercu nie wzrasta juz w fazie ustalonego
nadci$nienia, ale dalej pozostaje w tym samym stopniu wrazliwy na chymostatyne.

Podczas gdy poziom Ang II w nerkach jest podobny zar6wno w grupie UNX HS jak
rowniez w modelu 2K1C, nerkowa chymaza odpowiada w tych typach nadci$nienia za synteze ok.
potowy Ang II. Pod wzglgdem blokowania syntezy Ang Il w nerkach szczegdlng uwage zwraca
grupa SHR 16, w ktorej obserwowany byl nie tylko najwyzszy poziom Ang II w tej tkance, ale
réwniez udzial enzymow wrazliwych na chymostatyne w produkcji Ang Il w nerce w tej grupie jest
najwigkszy (ok. 2/3 produkowanej Ang II zalezy od chymazy). Rzeczywiscie, najwigkszy udziat
chymazy w syntezie Ang II w badanych tkankach charakteryzowal szczury SHR w fazie
utrwalonego nadcis$nienia 1 w tym typie nadcis$nienia blokowanie chymazy wptyneto na obnizenie
poziomu Ang II w kazdym z badanych obszaréw. Nasze badania rzucaja nowe $wiatlo na rolg
chymazy w rozwoju nadci$nienia o podiozu genetycznym, zwlaszcza w konfrontacji z badaniami
Kirimury 1 wsp. (2005), w ktorych wykazano, ze Ang Il w aorcie jest catkowicie blokowana przez
inhibitory ACE, nie za$ przez blokowanie chymazy. Badania te nie ujawnily takze wptywu
chymazy w kontroli ci$nienia tetniczego krwi u szczurow SHR, potwierdzity natomiast wptyw ACE
na wielko$¢ ci$nienia krwi w tym typie nadcis$nienia. Co wigcej, badacze wykazali, Ze poziom Ang
I jest istotnie wyzszy u szczurow SHR niz WKY, a produkcja Ang II zostala catkowicie
zahamowana w tkankach przez inhibitor chymazy. Badacze zwrocili takze uwage na fakt, ze
prawdopodobnie Ang I u szczurow SHR pod wplywem chymazy w wigkszym stopniu ulega
degradacji w tkankach niz jest dla niej substratem do produkcji Ang II [Kirimura i wsp., 2005].
Natomiast nasze badania jasno wskazuja nie tylko na istotny udziat chymazy w syntezie Ang Il

w tym typie nadci$nienia, ale takZze na jej role w kontroli ci$nienia t¢tniczego krwi. Nalezy jednak
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podkresli¢, ze w badaniach Kirimury i wsp. (2005) zastosowano inny inhibitor chymazy (NK3201,
podany doustnie) niz ten uzyty w naszych doswiadczeniach (chymostatyna podana w infuzji
dozylnej), co moglo wptyna¢ na uzyskane w obu pracach wyniki. Na podstawie naszych badan
wydaje si¢, ze w spontanicznym nadci$nieniu enzymy wrazliwe na chymostatyng sa szczegdlnie
wazne dla genezy nadci$nienia tetniczego, zardwno poprzez wpltyw na stezenie Ang II ale takze na

jej udzial w kontroli ci$nienia.

1.7. Podsumowanie roli lokalnych szlakow powstawania Ang II w réznych zwierzecych

modelach nadci$nienia

Opisane rdéznice pojawiajace si¢ pomiedzy poszczegdlnymi modelami nadcis$nienia
pozwalaja na wysuni¢cie wniosku, ze charakter zmian hemodynamiki i wydalania nerkowego oraz
mechanizmy ksztaltowania ci$nienia krwi tetniczej sa odmienne w kazdym typie badanego
nadcisnienia 1 w kazdym z opisanych modeli w odmiennym stopniu zaznacza si¢ wptyw chymazy
lub/i elastazy-2. Otrzymane wyniki sugeruja nie tylko istotng role alternatywnego, ACE-
niezaleznego szlaku syntezy Ang Il szczegdlnie w modelu nadcis$nienia o podlozu genetycznym, ale
takze wskazuja na role chymazy w ksztaltowaniu ci$nienia krwi w tym modelu nadci$nienia, co
w literaturze bylo jedng z najbardziej spornych kwestii odnos$nie roli lokalnych RAAS w réznych
typach nadcis$nienia.

Z kolei u mtodszych, 7-tygodniowych SHR nie stwierdzono zmian w ci$nieniu tetniczym
krwi po zablokowaniu chymazy. Bardzo interesujace wydaje si¢ obserwowane utrzymanie na
stalym poziomie przeptywu krwi przez t¢tnice nerkowa przy blokowaniu chymazy tj. zapobieganie
uposledzenia perfuzji obserwowanej po podaniu samego rozpuszczalnika. Co wiecej, pO
zablokowaniu chymazy zmienit si¢ naczyniowy opdér obwodowy u tych szczurow (obserwowany
wzrost IVR), podczas gdy ci$nienie krwi tetniczej utrzymato si¢ na stalym poziomie. Najwidoczniej
mechanizmy regulacji ci$nienia krwi, ktére dzialaly u szczurow SHR 7, zostaly zaburzone
u starszych szczuréw SHR. Poniewaz u szczuréw SHR 7 zablokowanie chymazy poprawia perfuzje
nerki, chroniczne podawanie chymostatyny teoretycznie mogloby w dtuzszym procesie przyczyniac¢
si¢ ograniczenia rozwoju nadci$nienia u tych zwierzat. Z drugiej strony, enzymy zalezne od
chymostatyny wydaja si¢ mie¢ znaczenie protekcyjne dla prawidlowego ukrwienia tego obszaru
u miodych SHR, wigc ostateczne rozstrzygnigcie ich roli w zapobieganiu rozwoju nadci$nienia
wymaga dalszych badan.

Chymaza czy inne wrazliwe na chymostatyne enzymy konwertujace Ang I nie wydaja si¢
mie¢ znaczacej roli w utrzymaniu hemodynamiki i wydalania nerkowego w pozostatych

przebadanych modelach nadci$nienia (UNX HS, 2K1C), mimo iz istotnie przyczyniaja si¢ do
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zwiekszenia poziomu Ang II zaréwno w tkankach jak i w osoczu. Nalezy przypuszczad, ze efekty
czynno$ciowe nie ujawnity si¢ poniewaz czas obserwacji w doswiadczeniu ostrym byt zbyt krotki.
Poniewaz wigkszo$¢ obserwowanych efektow hamowania chymazy pojawiata sig
Z opoznieniem i utrzymywata do godziny po odstawieniu chymostatyny, w celu wykazania
fizjologicznego znaczenia chymazy w kontroli hemodynamiki i ci§nienia krwi uzasadnione wydaje
si¢ zastosowanie dlugotrwalego blokowania enzyméw lokalnych szlakow syntezy Ang Il

w doswiadczeniach przewleklych (zastosowanie inhibitorow lokalnej konwersji Ang I).

2. Rola jednoczesnego blokowania ogolnoustrojowego RAAS i tkankowych ukladéw

lokalnych u szczurow SHR w ustalonej fazie nadcisnienia (kaptopryl na tle chymostatyny)

Kaptopryl jest lekiem hipotensyjnym, specyficznym inhibitorem konwertazy angiotensyny
(ACE) dzigki czemu obniza produkcje Ang II, co prowadzi do obnizenia ci$nienia tetniczego.
Kaptopryl wywoluje takze szereg hemodynamicznych zmian w ustroju, m.in. obnizenie oporu
naczyniowego 1 wzrost catkowitego przeplywu krwi przez nerke, natomiast pozostaje on bez
wplywu na GFR [Daza 1 wsp., 2005].

Potencjalnym mechanizmem oddzialywania inhibitoréw konwertazy angiotensyny (w tym
kaptoprylu) na cis$nienie tetnicze krwi jest takze ich wptyw na aktywnos$¢ uktadu wspoitczulnego,
wyrazajacy si¢ zmniejszeniem uwalniania noradrenaliny z zakonczen widkien wspdtczulnych. Leki
te moga takze zmienia¢ czynno$¢ srddblonka, zwiekszajagc uwalnianie tlenku azotu i1 hamujac
wytwarzanie endoteliny-1, ale réowniez wptywaja na uklad kininazy II, odpowiedzialnej za
unieczynnianie bradykininy. W konsekwencji dochodzi do zwigkszenia st¢zenia bradykininy, ktora
dziata naczyniorozszerzajagco 1 zwigksza wytwarzanie prostacykliny w obrebie s$rodblonka.
W trakcie przewleklego stosowania lekow hamujgcych ACE stwierdzono takze zwigkszenie

stezenia naczyniorozszerzajacej Ang 1-7 W 0SOCZU.

2.1. Wplyw na cis$nienie krwi tetniczej

W pracy Castro-Moreno i wsp. (2012) wykazano, ze cho¢ u normotensyjnych szczurow
WKY kaptopryl (podawany do picia przez 7 i 19 tygodni w dawce 30 mg/kg/dzien) nie wptynal na
wartos$ci ci$nienia tetniczego krwi, to istotnie obnizyl je u dorostych szczurow SHR. Szczury SHR
charakteryzuja si¢ niskim poziomem Ang 1-7 w osoczu przy jednoczesnym postepujacym
z wiekiem wzrostem st¢zenia Ang II w osoczu i tkankach [Castro-Moreno i wsp., 2012]. Poniewaz
Ang 1-7 ma dziatanie przeciwstawne (wzrost syntezy prostaglandyn, wzmocnienie dziatania
bradykininy czy produkcja tlenku azotu) do Ang II, wzrost jej stezenia wydaje si¢ korzystny

w walce z nadci$nieniem [Santos i wsp., 2002a]. Badacze wykazali, ze kaptopryl wptynat na
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dwukrotny wzrost stezenia Ang 1-7 w osoczu (WKY i SHR) oraz istotnie obnizyt (o 50%) poziom
krazacej Ang II w obu badanych grupach [Castro-Moreno i wsp., 2012]. Wysuni¢to wniosek, ze
nieréwny stosunek krazacej Ang 1-7 (niski) do Ang II (wysoki) moze mie¢ wptyw na postgpujace
nadci$nienie u szczuréw SHR, a odwrocenie tego stosunku moze zahamowaé chorobe. Inne
doniesienia s3 w zgodzie z powyzszymi badaniami i powszechnie uwaza si¢, ze zahamowanie
nadaktywnego RAAS jest kluczowe w ograniczeniu rozwijajacego si¢ u tych zwierzat nadcisnienia
[Chappell i wsp., 1998; Kobori i wsp., 2005; Yamada i wsp., 2008]. Jednak pomimo chronicznego
blokowania RAAS poprzez kaptopryl nie udato si¢ w petni zahamowacé krazacej Ang Il u szczuréw
SHR, a stezenie peptydu 1 tak pozostalo ponad dwukrotnie wyzsze niz u szczurow WKY. Cho¢
kaptopryl poprzez hamowanie ACE zapobiega rozkladowi bradykininy i w ten sposob przyczynia
si¢ do zwigkszenia jej stezenia w osoczu, to efekt ten prowadzi takze do zwigkszenia stezenia
naczyniorozszerzajacych prostaglandyn 1 tlenku azotu, co moze dodatkowo przyczynia¢ si¢ do
obnizenia ci$nienia tetniczego krwi w tym modelu nadci$nienia. Ponadto lek zmniejsza poziom
krazacej Ang II 1 wydzielanie aldosteronu, ale nie jest w stanie zmniejszy¢ puli Ang II powstajace]
w tkankach [Lopez-Sendon i wsp., 2004]. Istniejg tez doniesienia wskazujagce, ze w przypadku
chronicznego hamowania ACE przez kaptopryl po pewnym czasie dochodzi do powrotu stezenia
Ang II 1 aldosteronu do warto$ci wyjsciowych (ang. ,,ACE escape”), co jest kojarzone
z uaktywnieniem si¢ lokalnych szlakow RAAS 1 wykorzystaniem przez nie zwigkszonej puli
substratu t.j. Ang | [Atlas, 2007]. W pracy Castro-Moreno i wsp. (2012) nie zaobserwowano
takiego powrotu, mimo to nie udalo si¢ takze zmniejszy¢ catej puli Ang II, zarowno w osoczu jak
i w tkankach.

W naszych badaniach wykazano, Zze jednoczesne blokowanie in vivo ogdlnoustrojowego
i lokalnych szlakéw syntezy Ang II u szczuréw SHR w ustalonej fazie nadci$nienia (kaptopryl na
tle chymostatyny) prowadzi do istotnego obnizenia zarowno krazacej Ang II jak 1 tej
nagromadzonej lub/i powstajacej w tkankach. W odpowiedzi na krétkotrwale blokowanie
ogdlnoustrojowego 1 tkankowych uktadow RAAS doszto do 12% obnizenia ci$nienia krwi, podczas
gdy izolowane blokowanie enzyméw wrazliwych na chymostatyne dalo 6% obnizenie wartosci tego
ci$nienia w grupie SHR 16. Wyniki te sa zgodne z danymi innych badaczy i daja nadziej¢ na
skuteczno$¢ skojarzonej terapii nadci$nienia z wykorzystaniem zardwno inhibitorow ACE jak
1 inhibitoréw enzymow wrazliwych na chymostayng, co zapewniloby petniejsza blokade RAAS.
W celu weryfikacji tej hipotezy wskazane byloby przeprowadzenie obserwacji przewlektych.

W latach 1984-1990 stwierdzono wystepowanie enzymow wrazliwych na chymostatyne
(pierwotnie nazwanych CAGE, ang. chymostatin-sensitive Ang ll—generating enzyme) nie tylko
u ludzi, ale takze w tkankach psa, malpy czy chomika [Okunishi i wsp. 1993; Okunishi i wsp.,

1987; Okamura i wsp., 1984]. Wykazano, Zze enzymy te s3 wrazliwe na chymostatyn¢ i inne

150



inhibitory proteaz serynowych, ale nie na inhibitory ACE. Badania in vitro ujawnily, ze
chymostatyna i1 kaptopryl podawane osobno s3 w stanie zmniejszy¢ ilo§¢ Ang II w tkankach
1 w osoczu, ale dopiero wspdlne ich podanie prowadzi do petnej blokady syntezy Ang II w $cianie
naczyn krwionos$nych u psa [Okunishi i wsp., 1993]. Co ciekawe, podanie samej chymostatyny
doprowadzito do znaczniejszej redukcji Ang II w tkankach i osoczu (60%) niz podanie samego
kaptoprylu, ktory charakteryzowat si¢ 40% skuteczno$cig [Okunishi i wsp., 1993].

Ciekawe wyniki uzyskano w badaniach in vitro z wykorzystaniem izolowanych tetnic
ludzkich [Okunishi i wsp., 1987] i kroliczych [Okamura i wsp., 1984], gdzie wykazano bardzo duza
skuteczno$¢ w blokowaniu syntezy Ang Il po jednoczesnym blokowaniu RAAS poprzez kaptopryl
1 chymostatyng. Co ciekawe, blokowanie szlaku syntezy Ang II poprzez chymostatyne okazato si¢
duzo bardziej efektywne (ok. 80% skutecznos¢) u ludzi [ Okunishi i wsp., 1987] niz u krolika, gdzie
prawie calg (ok. 90%) pulg Ang II zablokowano poprzez kaptopryl a udziat chymostatyny
w obnizeniu stezenia Ang II byl znikomy [Okamura i wsp., 1984]. Co ciekawe, wiele badan
prowadzonych w tym czasie [Campbell i wsp., 1990; Oliver i Sciacca, 1984; Saye i wsp., 1984] nie
potwierdzito istnienia enzymow wrazliwych na chymostatyne w $cianie naczyn krwionosnych, co
thimaczono wyborem ztego modelu doswiadczalnego. W badaniach tych postuzono si¢ naczyniami
izolowanymi od krélikow 1 szczurow; w krotkim czasie uznano, ze u tych zwierzat brak jest
lokalnych, niezaleznych od ACE szlakoéw syntezy Ang II [Okunishi i wsp., 1993]. Bardzo czgsto
jednak wyniki badan in vitro odbiegaja od doniesien ptyngcych z badan in vivo. Nalezy podkreslic,
7ze przedstawione przeze mnie badania byly prowadzone in vivo, natomiast wickszo$¢
dotychczasowych doniesien jest rezultatem badan in vitro. W tamtym czasie nie zwrdcono takze
uwagi na fakt, ze chymaza nabiera szczeg6lnego znaczenia wlasnie w stanach patologicznych, a jej
fizjologiczna rola u zdrowych zwierzat moze by¢ znikoma lub nieuchwytna. Podobnie w naszych
badaniach wyniki sg zréznicowane w zaleznosci od zastosowanego modelu; inaczej chymaza dziata
u miodych szczurow SHR, u ktorych nie doszto do rozwoju nadcis$nienia (brak wptywu na wielkos¢
ci$nienia tetniczego krwi 1 poziom Ang Il w wigkszosci badanych obszar6w) a inaczej u starszych
SHR z rozwini¢tym nadci$nieniem (wplyw chymazy na warto$ci ci$nienia te¢tniczego krwi
i stezenie Ang II). Nasze badania wykazaly, ze jednoczesne uzycie ACE i chymostatyny daje lepsze
efekty hipotensyjne u szczuréw SHR 16 niz uzycie samej chymostatyny. Oba inhibitory s3 w stanie
nie tylko obnizy¢ ci$nienie tetnicze krwi u starszych szczurow SHR, ale rowniez bardziej obnizy¢
stezenie Ang II w osoczu i tkankach, co potwierdza istnienie lokalnych szlakow RAAS zaleznych
od aktywnosci zarowno ACE jak i chymazy.

Cho¢ inhibitory ACE zajmuja ugruntowang pozycj¢ w leczeniu nadci$nienia tg¢tniczego
krwi, to wyniki przeprowadzonych dotychczas badan wskazuja, ze efekt hipotensyjny wywierany

przez leki z grupy inhibitoréw konwertazy angiotensyny jest niewystarczajacy i nie dochodzi do
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petlnego zahamowania aktywnosci tkankowych uktadow RAAS, ktére sa obecne m.in. w §cianie
naczyn krwiono$nych, mig$niu sercowym, nerce czy mozgu. Jak wykazaty badania innych badaczy,
prowadzone gtownie w uktadzie in vitro oraz nasze badania in vivo, jednoczesne blokowanie obu
ukladow RAAS, tych zaleznych od aktywnosci ACE i od enzymow wrazliwych na chymostatyne

moze da¢ zdecydowanie lepsze wyniki w terapii nadci$nienia tetniczego.

2.2. Wplyw na stezenia elektrolitow w osoczu i osmolalnos$ci osocza

Cho¢ blokowanie enzymow wrazliwych na chymostatyne nie wptyneto na stezenie sodu
w osoczu, doszto do niespecyficznego wzrostu stezenia potasu w osoczu u szczurOw SHR
w utrwalonej fazie nadci$nienia; infuzja chymostatyny spowodowata 19% wzrost Px a jej
rozpuszczalnik 8% wzrost. Z kolei jednoczesne blokowanie ACE i enzyméw wrazliwych na
chymostatyne nie wptynelo na stezenie elektrolitow w osoczu, ale niespodziewanie przyczynifo si¢
do wzrostu stezenia substancji osmotycznie czynnych, a efekt utrzymat si¢ po odstawieniu
inhibitorow. Wedlug danych literaturowych kaptopryl nie wplywa na stezenie elektrolitow
w osoczu [Gardiner i Bennett, 1983].

Chroniczne podawanie kaptoprylu [Riegger i Kochsiek, 1986] wptywa na osmolalnos¢
osocza, podobnie nasze doswiadczenia ujawnily taki wplyw inhibitora ACE w polaczeniu
z chymostatyng. Wzrost osmolalnosci, ktory utrzymat si¢ po odstawieniu inhibitoréw jest trudny do
interpretacji, zwazywszy ze towarzyszylo mu obnizenie diurezy. Spodziewanym efektem bylby
towarzyszacy wzrostowi osmolalnosci wzrost stezenia sodu lub potasu, poniewaz na wartosci
osmolalnosci osocza sktadajg si¢ takie procesy jak ruch wody i jondw (jony sodu i chloru, azot
pozabiatkowy, glukoza) przez potprzepuszczalne blony komoérkowe, prowadzac do przemieszczenia
elektrolitow do wnetrza komorek badz w przeciwnym kierunku. Takiej zmiany jednak nie
zaobserwowano. Obnizenie osmolalno$ci osocza byloby skutkiem aktywacji osmoreceptorow
podwzgorzowych, zwigkszenia produkcji wazopresyny i reabsorpcji wody w kanalikach zbiorczych
(pobudzanie receptorow V2). Taki mechanizm bylby w zgodzie z obserwowanym przez nas
spadkiem diurezy. By¢ moze jednak obserwowany przez nas wzrost osmolalno$ci osocza byt
jedynie przejsciowy, a rzeczywiste zmiany zachodzace w dluzszym czasie byly nieuchwytne przy

krotkiej obserwacji.
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2.3. Wplyw na wukrwienie i opér naczyniowy w Kkrazeniu nerkowym i Kkrazeniu

zaopatrywanym przez t¢tnice biodrowa

Wydaje si¢, ze oba inhibitory dziataja odmiennie na oba badane obszary krazeniowe:
nerkowy (RBF) i konczyny dolnej (IBF). Podczas gdy chymostatyna nie wptlyngta na IBF,
jednoczesne podanie kaptoprylu i chymostatyny spowodowalo istotne 27% obnizenie przeptywu
w tym obszarze. Z kolei obnizenie RBF po blokowaniu chymazy przeciwstawia si¢ 12% tendencji
do wzrostu wartosci RBF po jednoczesnym blokowaniu ogoélnoustrojowego i lokalnych RAAS.
Nasze obserwacje pozostajg w zgodzie z doniesieniami literaturowymi [Kumagai 1 wsp., 1995;
Hajj-ali i Zimmerman, 1991], gdzie u nadci$nieniowych krolikow stwierdzono wzrost RBF po
podaniu kaptoprylu. Cho¢ w naszych badaniach nie zaobserwowano istotnego wzrostu RBF, to
wydaje si¢, ze kaptopryl przeciwstawil si¢ efektowi chymostatyny, ktéra sama spowodowata
obnizenie przeplywu krwi przez nerke u nadci$nieniowych szczurow SHR. By¢ moze mialo to
zwigzek z wcigz wysokim stezeniem Ang Il poniewaz wyzsza aktywnos¢ ACE stwierdzana u SHR,

powodowata wzmozone przeksztalcanie Ang I do naczyniokurczacej Ang II.

2.4. Wplyw na przeplywy wewngtrznerkowe

Cho¢ chymostatyna spowodowata 15% obnizenie przeptywu przez rdzen zewnetrzny nerki
(OMBF), to jednoczesne blokowaniec ACE i chymazy nie wplyneto na przepltyw krwi w zadnej
z badanych stref nerki.

Szereg doniesien literaturowych wskazuje, ze jednym z czynnikow przyczyniajacych si¢ do
rozwoju nadcisnienia u szczurow SHR jest nizszy przeptyw krwi przez rdzen nerki [Roman, 1987,
Arendshorst 1979]; jednoczesne blokowanie ogdlnoustrojowego i1 lokalnych RAAS u szczurow
SHR 16 zapobieglo takiemu spadkowi. Obserwowano, ze blokowanie ACE skutkuje obnizeniem
przeptywu krwi zarowno przez korg jak i rdzen nerki [Pallone i wsp., 1990]. Jednak w badaniach
Badzynskiej 1 wsp. (2002) wykazano, ze u normotensyjnych szczurow Wistar kaptopryl (bolus
podany dozylnie w dawce 1 mg/kg m.c.) istotnie zwigkszyt przeptyw krwi przez korg nerki (10%
wzrost), natomiast nie wptynal na przeptyw przez rdzen nerki. Poniewaz ACE jest kininaza,
blokowanie = enzymu  przez  kaptopryl powinno  skutkowa¢  wzrostem  stezenia
naczyniorozszerzajacych kinin, co podwyzszyloby ukrwienie nerki.

W pracy Badzynskiej i wsp. (2002) wykazano, ze egzogenna Ang II powoduje obnizenie
przeptywu krwi przez kore nerki a takze zwigkszenie ukrwienia rdzenia nerki. Eliminacja peptydu
poprzez zahamowanie jego syntezy powinna skutkowa¢ zmniejszeniem przeptywu krwi w rdzeniu,

co jednak nie mialo miejsca po podaniu kaptoprylu. W moich badaniach po zablokowaniu
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chymazy, alternatywnego szlaku konwersji Ang I, obserwowalimy 15% obnizeniec OMBF
(przeptyw krwi przez rdzen zewngetrzny). Natomiast po jednoczesnym zastosowaniu chymostatyny
z kaptoprylem przeplyw krwi wewnatrz nerki zostal utrzymany na statym poziomie. Dlaczego nie
zaobserwowano zmiany w przeplywie krwi w nerce? By¢ moze nagromadzenie
naczyniorozszerzajacej  bradykininy  (jest  rozkladana  zaréwno przez ACE  jak
i chymazg¢) w konsekwencji dato efekt utrzymania przeptywu krwi w nerce na stalym poziomie, bez
podwyzszania jego wartosci [Badzynska i wsp. 2002]. Jak wskazujg autorzy pracy jedna z hipotez
mowi o duzym nagromadzeniu receptorow AT, dla Ang II w rdzeniu nerki, przez ktéore hormon
dziata naczyniorozszerzajaco. Jednak taka interpretacja jest mozliwa tylko w przypadku gdy efekt
naczyniorozszerzajacego dziatania Ang Il poprzez AT,R przewyzsza efekt naczyniokurczacego
dzialania peptydu przez drugi typ receptoréw dla Ang II, czyli AT1R, ktore takze sa obecne
w nerce. Jak wynika z literatury, nagromadzenie AT;R w nerce znacznie przewyzsza AT;R
u szczurow SHR [Wu 1 wsp., 1994]. Stad naczyniorozszerzajace dziatanie Ang Il poprzez AT:R
mozliwe byloby jedynie przy jednoczesnym zablokowaniu ATiR w nerce [Arendshorst i wsp.,
1999].

Poniewaz kaptopryl nie wplywa na rozmieszczenie receptorow dla Ang II, a brak jest
doniesien odno$nie wptywu chymostatyny na te receptory, mozna przypuszczac, ze egzogenna Ang
Il dziala w nerce naczyniorozszerzajaco w sposob posredni, poprzez stymulacje uwalniania
prostaglandyn, kinin lub NO. Doniesienia literaturowe wskazuja, ze poziom syntezy i koncentracja
prostaglandyn w nerce jest duzo wyzsza w rdzeniu niz w korze nerki, a Ang II moze stymulowac
ich synteze poprzez ATiR [Siragy i Carey, 1996]. Co wigcej, egzogenna Ang Il moze zwigkszy¢
stezenie NO w tkance nerkowej, zwlaszcza w rdzeniu nerki [Zou 1 wsp., 1997]. Wysunigto wniosek,
ze stymulacja syntezy NO przez Ang II odbywa si¢ poprzez AT,R [Siragy i Carey, 1997]. Sposrod
najbardziej znanych efektow chymazy wymienia si¢ konwersje tzw. duzej endoteliny do endoteliny
1, inaktywacje bradykininy czy rozkiad substancji P, czyli substancji ktére powoduja rozszerzenie
naczyn krwiono$nych [Urata, 2000]. Gdybysmy obserwowali podwyzszenie OMBF, mozna by to
thumaczy¢ naczyniorozszerzajacym dziataniem bradykininy czy NO pod nieobecno$¢ chymazy.
W moich badaniach zaobserwowano jednak obnizenie OMBF po zahamowaniu chymazy
u starszych szczurow SHR co moze $wiadczy¢ o wzmozonej aktywacji ACE 1 produkcji

naczyniokurczacej Ang II pod nieobecnos$¢ chymazy.

2.5. Wplyw na wydalanie

Wedtlug literatury inhibitory konwertazy angiotensyny (ACEi), skuteczne w obnizaniu

ci$nienia tetniczego krwi, nie zmieniaja filtracji klebuszkowej [Daza i wsp., 2005; Duchin 1 Willard,
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1984]. Jednak chroniczne podawanie pacjentom nadci$nieniowym kaptoprylu spowodowato 6%
obnizenie GFR [Thomsen i wsp., 1986]. W moich badaniach jednoczesne blokowanie
ogblnoustrojowego i lokalnych RAAS spowodowalo istotne 27% obnizenie filtracji kigbuszkowe;j,
dokladnie takie samo obnizenie obserwowano po zablokowaniu samej chymazy (28%). Dalej
nastgpito poglebienie obserwowanego efektu po odstawieniu obu inhibitorow (43% obnizenie
GFR), co  bylo zwigzane ~w  czasie z  dalszym  obnizeniem  ci$nienia
i prawdopodobnie bylo tego nastgpstwem. Donoszono, ze do glebszego obnizenia GFR (21%) moze
dochodzi¢ przy zastosowaniu ACEi u pacjentéw z niewydolnos$cig nerek [Thomsen i wsp., 1986].
Wyniki te nasuwajg przypuszczenie, ze w modelu nadcisnienia o podlozu genetycznym dochodzi
do postepujacej niewydolnosci nerek, takze do obnizenia GFR. Rozpuszczalnik chymostatyny nie
wplynat na wartosci filtracji klebuszkowej u szczuréw SHR 16. Zaobserwowano natomiast
niespecyficzne obnizenie GFR (zar6wno po chymostatynie jak i jej rozpuszczalniku) u miodych,
7-tygodniowych szczuréw SHR, u ktorych nie zdazylo si¢ rozwing¢ nadcisnienie tetnicze. Jednak
u tych zwierzat obnizenie GFR nie jest skojarzone ze zmianami ci$nienia krwi, tak jak w przypadku
SHR 16. U starszych szczurow SHR obnizenie GFR wydaje si¢ by¢ konsekwencja obnizenia
MABP. Podobne obserwacje poczyniono w modelach 2K1C oraz 1KI1C, gdzie przewlekte leczenie
kaptoprylem (obnizenie ci$nienia skurczowego krwi) skutkowato istotnym obnizeniem GFR [Lee
i Blaufox, 1992].

Jednoczesne blokowanie ogdlnoustrojowego i tkankowych RAAS spowodowato ostabienie
zdolnosci wydalniczych nerki u szczurow SHR 16. Doszlo nie tylko do obnizenia GFR, ale
zaobserwowano takze istotne obnizenie wydalania wody i1 sodu z moczem (odpowiednio 10%
1 27% obnizenie), cho¢ obnizenie ostatniego parametru zaobserwowano juz po odstawieniu obu
inhibitoréw, co sugeruje oddalony w czasie efekt blokowania enzymoéw odpowiedzialnych za
synteze Ang II. Wedlug danych literaturowych infuzja kaptoprylu przyczynia si¢ do wzrostu
diurezy i wydalania sodu [Suzuki i wsp., 1985; McCaa i Gillespie, 1984]. Co ciekawe, hamowanie
samej chymazy u szczur6w SHR 16 skutkowalo duzo wigkszym obnizeniem diurezy (42%
obnizenie) 1 wydalania sodu (76% obnizenie) niz w przypadku jednoczesnego blokowania obu
enzymoOw zaangazowanych w syntez¢ Ang II - mimo mniejszego obniZenia ci$nienia t¢tniczego

krwi.

2.6. Wplyw na poziom angiotensyny II w osoczu i tkankach

Jednoczesne blokowanie ogdlnoustrojowego i tkankowych RAAS spowodowalo istotne
obnizenie poziomu Ang II zar6wno w osoczu jak i w tkankach. Wydaje si¢, ze jednoczesne podanie

kaptoprylu i chymostatyny jest najskuteczniejsze w przypadku osocza i nerki. Stezenie Ang II
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w osoczu obnizylo si¢ istotnie po zablokowaniu lokalnych szlakow RAAS przez chymostatyne.
Jednoczesne podanie chymostatyny z kaptoprylem roéwniez skutkowato duzym obnizeniem stezenia
Ang II w osoczu. Moje wyniki sg zgodne z powszechnie panujagcym przekonaniem, ze w RAAS
ogolnoustrojowym ACE odpowiada za syntez¢ Ang II. Ponasto wyniki te rzucaja nowe $wiatlo na
udziat chymazy w utrzymaniu puli krazacej Ang II, poniewaz okazalo si¢, ze samo blokowanie
chymazy w wyrazym stopniu przyczynia si¢ do zmniejszenia puli ogdlnoustrojowe;.

Najmniej skuteczne okazalo si¢ jednoczesne blokowanie obu uktadow RAAS na stgzenie
Ang Il w lewej komorze serca i w aorcie, efekty byty takie same przy uzyciu chymostatyny i obu
inhibitor6w jednoczesnie. Wyniki sugeruja, ze udziat ACE 1 chymazy w syntezie Ang II lokalnie
rozni si¢ zaleznie od typu tkanki. Z moich badan wynika, ze o ile w nerce wspdtdziataja oba
enzymy i udzial chymazy 1/lub elastazy-2 jest istotny, to w sercu 1 aorcie glowna role w syntezie
Ang II petnig enzymy wrazliwe na chymostatyne..

Wyniki dotyczace jednoczesnego blokowania lokalnych i1 ogdlnoustrojowego RAAS
sugeruja, ze taka skojarzona terapia moze by¢ znacznie skuteczniejsza w walce z nadci$nieniem niz
stosowanie samych inhibitorow ACE, zwlaszcza Ze leczenie samym kaptoprylem okazuje si¢ mato
skuteczne u starszych szczurow SHR [Zicha i wsp., 2008]. Te¢ hipoteze wspiera fakt, ze jednoczesne
blokowanie obu uktadéw RAAS wplynelo nie tylko na obnizenie stezenia naczyniokurczacej Ang
II, ale rowniez skutkowalo istotnym obnizeniem ci$nienia tetniczego krwi, co jest przeciez
gldwnym celem terapeutycznym w leczeniu nadci$nienia. Ponadto, tak skuteczne obnizenie
poziomu Ang II w tkankach i1 osoczu w dluzszej perspektywie leczenia moze przyczyni¢ si¢ do

poprawy stanu czynnosciowego tkanek i narzgdow.

3. Wplyw peptydéw 2z nasion rzepaku o potencjalnym dzialaniu hipotensyjnym
w ksztaltowaniu ci$nienia krwi, hemodynamiki ustroju i wydalania nerkowego u szczurow

z nadcisnieniem o podlozu genetycznym (szczury SHR)

W doswiadczeniach ostrych na szczurach SHR w jednej lub w dwoéch fazach rozwoju
nadcis$nienia (zaleznie od podawanego peptydu) przebadano cztery typy peptydow izolowanych
z nasion rzepaku o potencjalnym hipotensyjnym dziataniu (VW - Walina-Tryptofan, 1Y -
Izoleucyna-Tyrozyna, VWIS - Walina-Tryptofan-Seryna-Tyrozyna oraz RIY - Arginina-
Izoleucyna-Tyrozyna). Wybor peptydéow podyktowany byt danymi z publikacji Marczak i wsp.
(2003) 1 wstgpnymi badaniami prof. Lipkowskiego (Zaklad Neuropeptydow IMDiK PAN),
w ktorych wykazano, Zze opisane, izolowane z nasion rzepaku peptydy (fragmenty pochodzace
z bialek zapasowych nasienia: napin i krucyferyn) byly skuteczne w obnizeniu ci$nienia krwi (jego
obnizenie nawet o 15 mmHg) u szczurow SHR. Dodatkowo stwierdzono wigksza hipotensyjng

skuteczno$¢ wspomnianych peptydéw u szczuréw starych (ok. 30-tygodniowych), u ktérych
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inhibitory ACE sg zdecydowanie mniej efektywne. To z kolei nasungto przypuszczenie, ze peptydy
blokuja u tych zwierzat szlaki syntezy Ang II alternatywne wobec ACE (lokalne szlaki RAAS).
Z tego powodu punktem zainteresowan niniejszych badan bylo sprawdzenie potencjalnego
hipotensyjnego dziatania peptyddw pochodzacych z nasion rzepaku, a w szczego6lnosci ich roli
w hamowaniu enzyméw wrazliwych na chymostatyng w r6znych modelach nadci$nienia u szczura,

ze szczegoInym uwzglednieniem zmian w krazeniu nerkowym oraz w czynnos$ci wydalniczej nerek.

3.1. Wplyw na cisnienie tetnicze krwi

W pracy Marczak i wsp. (2003) peptydy izolowano z biatek zapasowych nasion rzepaku.
Wszystkie cztery peptydy podawano szczurom dozotadkowo 1 w kazdym przypadku u szczurow
SHR w utrwalonej fazie nadci$nienia zaobserwowano istotne statystycznie obnizenie ci$nienia krwi
tetniczej. Maksymalny efekt obserwowano juz w 2-giej godzinie po podaniu peptydow z wyjatkiem
peptydu RIY, ktory swoj maksymalny hipotensyjny efekt osiggnagt w 4-tej godzinie od podania
[Marczak i wsp., 2003].

W niniejszej pracy przebadano in vivo wyzej przedstawione peptydy pod katem ich
dziatania hipotensyjnego, z wykorzystaniem 7- oraz 16-tygodniowych szczuréw SHR. Peptydy
podawano dozylnie. Nie uzyskaliSmy spodziewanych efektow, a kazdy z badanych peptydow
spowodowal nawet wzrost ci$nienia, cho¢ w przypadku niektorych peptydow (VW, 1Y oraz VWIS
u szczuro6w SHR 16) byt to wzrost przemijajacy. Roznice w uzyskanych rezultatach moga mie¢
szereg przyczyn. Po pierwsze, peptydy rozpuszczono w soli fizjologicznej i podawano w infuzji
dozylnej, nie za$ dozotadkowo jak w przypadku badan Marczak i wsp. (2003). Prawdopodobne jest,
ze do wywolania oczekiwanego dzialania badanych peptydow niezbedne jest ich przeksztalcenie
lub aktywacja przez enzymy ukladu pokarmowego, co jest niemozliwe w przypadku infuzji
dozylnej. Infuzja dozylna miala przy$pieszy¢ dzialanie peptydow, jednak rezygnacja
z dozotadkowego podania mogto zmieni¢ ich aktywnos$¢.

Poza tym badane przez nas peptydy nie byly izolowane z naturalnych bialek z nasion
zapasowych rzepaku, ale syntetyzowane de novo, co mogto spowodowa¢ zmiang ich konformacji
i tym samym przyczyni¢ si¢ do zmiany ich wlasciwosci hamowania szlakéw RAAS [Fields i wsp.
2002]. Zalozeniem niniejszego projektu bylo, Zze cho¢ syntetyzowane de novo, peptydy te pod
wzgledem budowy s3 identyczne z ich naturalnymi odpowiednikami i beda poddawane takim
samym przemianom metabolicznym jak ich naturalne odpowiedniki. Ponadto wedtig niektorych
autorow [Norris i FitzGerald, 2013; Calce i wsp., 2015] syntetyzowane peptydy sa

bezpieczniejszymi od pozyskiwanych biologicznie, bowiem charakteryzuje je doskonata czystos¢
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chemiczna i mikrobiologiczna oraz gwarantowana stabilno$¢; sa catkowicie standaryzowane
I przewidywalne w dziataniu.

Nie bez znaczenia jest takze fakt, ze w naszych badaniach obserwacje zmian ci$nienia
tetniczego krwi (pomiar w tetnicy udowej) prowadzono na zwierz¢tach uspionych (o zmienione;j
pod wplywem narkozy aktywnosci hormonéw, czynnikoéw parakrynnych i nerwowych), a w pracy

Marczak i wsp. (2003) cisnienie krwi mierzono na ogonie u zwierzat czuwajacych.

3.2. Wplyw na stezenie elektrolitéw w osoczu i osmolalnos$¢ osocza

Peptydy nie wptynelty na parametry osocza 7-tygodniowych szczuréw SHR z wyjatkiem
peptydu VW (Walina-Tryptofan), po infuzji ktérego istotnie podwyzszylo si¢ stezenie potasu
w osoczu. Obserwowana zmiana byla opozniona w czasie, bowiem wystgpita po odstawieniu
peptydu. Co ciekawe, takiej reakcji po infuzji VW nie obserwowano u szczuréw SHR 16. W tej
grupie zaobserwowano wzrost st¢zenia sodu, potasu oraz osmolalnosci osocza na skutek infuzji
VWIS (Walina-Tryptofan-Seryna-Tyrozyna); kazda z obserwowanych zmian wystgpita juz po
odstawieniu peptydu. By¢ moze oba badane peptydy o wspolnej komponencie (Walina-Tryptofan)
wplywajg na zaburzenie gospodarki wodno-elektrolitowej lub doszto do przesuniecia wody
pomiedzy réznymi przestrzeniami, ale trudno wnioskowa¢ o mechanizmach przy tak krotkiej
obserwacji (godzinna infuzja peptydu) i braku dodatkowych oznaczen. Pozostale przebadane

peptydy nie wplynety u szczuréw SHR na zaden z badanych parametrow osocza..

3.3. Wplyw na ukrwienie i opor naczyniowy w krazeniu nerkowym i Kkrazeniu

zaopatrywanym przez tetnice biodrowa

Zaden z badanych peptydéw nie wplynal na przeptyw krwi przez tetnice nerkowa (RBF) ani
na opor naczyniowy w krazeniu nerkowym (RVR). Obserwowane zmiany dotyczyly natomiast
przeptywu przez tetnicg biodrowa; IBF obnizyt si¢ w grupie SHR 7 po zakonczeniu infuzji peptydu
IY (lzoleucyna-Tyrozyna), podczas gdy w grupie kontrolnej przeptyw utrzymat si¢ na statym
poziomie. Natomiast w grupie SHR 16 peptydy (VW, VWIS oraz RIY) obnizyly IBF
a podwyzszyly opor naczyniowy w krazeniu zaopatrywanym przez t¢tnice biodrowa. Jesli badane
peptydy rzeczywiscie wplywaja na aktywno$¢ lokalnych RAAS mozna przypuszczaé, ze chymaza
i/lub elastaza-2 majg istotny wplyw na utrzymanie stanu napigcia $ciany naczyn oporowych

u szczuréw SHR oraz na pozanerkowy przeptyw obwodowy.
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3.4. Wplyw na przeplywy wewnatrznerkowe

Nie wydaje sie, aby przebadane peptydy miaty istotny wplyw na przeplywy
wewnatrznerkowe. Jedyna obserwowana zmiana dotyczyla przeplywu przez rdzen wewngtrzny
nerki (IMBF) u szczuréw SHR 16; peptyd 1Y istotnie podwyzszyt IMBF, a zmiana utrzymala si¢ po
odstawieniu peptydu. Natomiast peptyd RIY istotnie obnizyt IMBF, ale zmiana zanikla po jego
odstawieniu. Podwyzszenie IMBF w przypadku peptydu I'Y moze §wiadczy¢ o zablokowaniu ACE
i/lub chymazy i w ten sposob uaktywnieniu naczyniorozszerzajacej bradykininy. Nie tylko ACE,
ale roOwniez chymaza ma zdolno$¢ inaktywacji bradykininy. Z kolei przeciwstawna reakcja
(obnizenie IMBF) w przypadku peptydu RIY moze s$wiadczy¢ o uruchomieniu pewnych
mechanizméw wewnatrznerkowych, odpowiadajacych za kontrole przeplywu krwi przez te strefe
nerki, ale obserwacje byly zbyt krotkie, zwlaszcza ze w pracy Marczak 1 wsp., (2003) to wlasnie ten

peptyd wymagat najdtuzszej obserwacji dla wykazania jego dziatania.

3.5. Wplyw na wydalanie

Przebadane peptydy nie wplynely na wydalanie nerkowe w grupie SHR 7; obserwowane
zmiany byly przej$sciowe 1 zanikly po odstawieniu peptydow. Zmiany w wydalaniu wystapity
w grupie SHR 16 po infuzji dwoch peptydow: VWIS oraz RIY. W obu przypadkach doszto do
obnizenia filtracji kigbuszkowej (w przypadku VWIS efekt zanikl po odstawieniu peptydu,
a w przypadku RIY pojawit sie dopiero po odstawieniu peptydu). Peptydy wptynety takze na
diurezg, jednak w odmienny sposob: RIY przejsciowo zwiekszyt diureze, ale efekt zanikt po
odstawieniu tego peptydu, natomiast VWIS spowodowat obnizenie nie tylko diurezy, ale rowniez
wydalania sodu.. Co ciekawe, te przeciwstawne reakcje byly obserwowane przy przejsciowym
wzroscie ci$nienia tetniczego krwi, ktéory obserwowano w przypadku obu peptydow.
Spodziewanym nastgpstwem podwyzszenia MABP bylby wzrost wydalania nerkowego (jak
w przypadku RI1Y), a nie jego obnizenie. By¢ moze peptydy oddziatuja na rozne uktady regulujace
czynno$¢ wydalnicza nerki, ale mozliwe jest, Zze obserwowane zmiany s3 tylko etapem
przejsciowym 1 dla petnej ich interpretacji wymagane sa doswiadczenia chroniczne. Nalezy zwrocié
uwage, ze obserwowane zmiany dotycza szczuréw SHR z rozwinigtym nadci$nieniem tetniczym,
u ktérych dochodzi do zaburzen w autoregulacji RBF 1 w wydalaniu a przebadane peptydy
krotkotrwale ale jednak zaburzyty prace tych uktadow.
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W przypadku prowadzonych przeze mnie krotkich obserwacji peptydy nie daty
oczekiwanego efektu obnizenia MABP ani tez nie mialy wigkszego wpltywu na hemodynamike
ustrojowa 1 czynno$¢ wydalniczg nerki. Z tego tez powodu w obu grupach SHR zrezygnowano
z oznaczen stezenia Ang II w osoczu i w tkankach. Dla pehliejszej interpretacji uzyskanych

wynikow wymagane sg doswiadczenia chroniczne.
4. Podsumowanie badan i wnioski

Przedstawione powyzej rozwazania mozna zawrze¢ w kilku najistotniejszych punktach:

1. Enzymy wrazliwe na chymostatyne peinig istotng role w syntezie Ang II w osoczu
1w tkankach w kazdym z badanych typoéw nadcisnienia.

2. Zaobserwowane roznice pomiedzy poszczegdlnymi modelami nadci$nienia wskazuja, ze
charakter zmian hemodynamiki 1 wydalania nerkowego oraz mechanizmy ksztattowania
ci$nienia krwi tetniczej sa rdézne w kazdym typie badanego nadci$nienia 1 w kazdym
z opisanych modeli w odmiennym stopniu zaznacza si¢ wptyw enzymow wrazliwych na
chymostatyne, czyli chymazy lub/i elastazy-2.

3. Otrzymane wyniki wskazujg na istotng rolg alternatywnego, ACE-niczaleznego szlaku
syntezy Ang Il szczeg6lnie w modelu nadcisnienia o podiozu genetycznym u szczurow SHR
z rozwinigtym nadci$nieniem. Szczeg6lnie zaznacza si¢ jej udzial w ksztattowaniu ci$nienia
tetniczego krwi w tym typie nadci$nienia, co w literaturze bylo jedng z najbardziej spornych
kwestii odnos$nie roli lokalnych RAAS w r6znych typach nadcisnienia.

4. Cho¢ u miodszych, 7-tygodniowych SHR nie stwierdzono zmian w cis$nieniu tetniczym krwi
po zablokowaniu chymazy, to interesujgce wydaje si¢ utrzymanie perfuzji nerki na stalym
poziomie. Ponadto w tej grupie po zablokowaniu chymazy wzrost opdr naczyniowy
w krazeniu konczyny tylnej, podczas gdy ci$nienie krwi te¢tniczej utrzymalo si¢ na stalym
poziomie. Te mechanizmy regulacji hemodynamiki i ci§nienia krwi, ktére widoczne byly
u szczurow SHR 7, zostaty zaburzone u starszych szczurow SHR.

5. Enzymy zalezne od chymostatyny wydaja si¢ mie¢ znaczenie protekcyjne dla prawidlowego
ukrwienia nerek u mlodych SHR, co teoretycznie mogloby w dluzszym procesie
przyczynia¢ si¢ ograniczenia rozwoju nadci$nienia u tych zwierzat w p6zniejszym wieku.

6. U miodych, 7-tygodniowych SHR zalezny od chymazy wzrost poziomu Ang II, ktory
obserwowano jedynie w sercu, moze by¢ jedng z przyczyn rozwijajacego si¢ podzniej
nadci$nienia.

7. Chymaza lub inne wrazliwe na chymostatyn¢ enzymy konwertujace Ang I nie wydaja si¢
mie¢ znaczacej roli w utrzymaniu hemodynamiki ustrojowej i wydalania nerkowego

w nadcisnieniu zaleznym od wysokiej podazy sodu w diecie czy zaleznym od zwezenia
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10.

11.

12.

tetnicy nerkowej (UNX HS, 2K1C) mimo, ze istotnie przyczyniaja si¢ do zwigkszenia
poziomu Ang I zarowno w tkankach, jak i w osoczu.

Poniewaz wigkszo$¢ obserwowanych efektow hamowania chymazy pojawiala si¢
z opoznieniem, w celu wykazania fizjologicznego znaczenia chymazy w kontroli
hemodynamiki i ci$nienia krwi nalezy zastosowa¢ dlugotrwale blokowania enzymow
lokalnych szlakéw syntezy Ang II, w doswiadczeniach przewlektych.

Bardzo skuteczne w obnizeniu ci$nienia t¢tniczego krwi okazalo si¢ jednoczesne
blokowanie ogolnoustrojowego i lokalnych szlakow konwersji Ang I u szczurow SHR
w fazie utrwalonego nadcis$nienia. Jednoczesne uzycie ACE1 (kaptoprylu) i chymostatyny
daje tutaj lepsze efekty hipotensyjne niz uzycie samej chymostatyny oraz skuteczniej obniza
stezenie Ang Il w osoczu i tkankach.

Jednoczesne blokowanie obu uktadow RAAS, zaleznego od aktywnosci ACE 1 od enzymow
wrazliwych na chymostatyne, moze da¢ zdecydowanie lepsze wyniki w terapii nadci$nienia
tetniczego.

Nie stwierdzono istotnego wpltywu peptydow z nasion rzepaku (po podaniu dozylnym) na
ksztattowanie ci$nienia krwi, hemodynamiki ustrojowej 1 wydalania u szczurow
z nadci$nieniem o podlozu genetycznym (SHR), przynajmniej w czasie krotkotrwatych
obserwacji.

Wydaje si¢, ze wskazane jest przeprowadzenie badan chronicznych z uzyciem powyzej
opisanych peptyddow o potencjalnym hipotensyjnym dzialaniu, z wykorzystaniem

dozotadkowej drogi ich podania.
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