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Innowacyjnos¢ Rozprawy

- zbadanie roli niezaleznych od enzymu konwertujacego (ACE), tkankowych szlakow
konwersji angiotensyny I (Ang I) w ksztatltowaniu cis$nienia tg¢tniczego krwi oraz

czynno$ci hemodynamicznej i wydalniczej nerek w doswiadczeniach in vivo

- zbadanie udziatu zaleznego od chymazy szlaku tkankowej konwersji Ang I w

osoczowej 1 tkankowej (nerka, serce, aorta) puli angiotensyny II (Ang II)

- pierwsza proba zbadania hipotensyjnej 1 nerko-protekcyjnej efektywnosci inhibitoréw
chymazy, hamujacych konwersje Ang I, w tym chymostatyny oraz peptydéw naturalnie

wystepujacych w nasionach rzepaku w modelu in vivo

- wykorzystanie innowacyjnej metody obrazowania metoda rezonansu magnetycznego
dla matych zwierzat do przewleklej obserwacji hemodynamiki nerek u czuwajacych

SZczZurow

- zaproponowanie do dalszych badan peptydu RIY (Arginina-Izoleucyna-Tyrozyna)
jako substancji terapeutycznej w leczeniu i/lub prewencji nadci$nienia lub w

zastosowaniu jako sktadowej zywnos$ci funkcjonalnej



Wykaz skrotow

ACE, ACEl - enzym konwertujacy angiotensyne (ang. Angiotensin-Converting
Enzyme)

Ang [ — angiotensyna |

Ang I — angiotensyna II

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

APA — aminopeptydaza A

APB — aminopeptydaza B

APC — aminopeptydaza C

APN — aminopeptydaza A

ATi, ATiR —receptor angiotensyny Il typu 1 (ang. Angiotensin Il Type 1 Receptor)
AT>, AT2R —receptor angiotensyny Il typu 2 (ang. Angiotensin Il Type 2 Receptor)
BP — cisnienie krwi tetniczej (ang. Blood Pressure)

CBF — przeptyw krwi przez kor¢ nerki (ang. Cortical Blood Flow)

CH - chymostatyna (ang. chymostatin)

cGMP - cykliczny monofosforan guanozyny

DAG — diacyloglicerol

DBP — rozkurczowe cisnienie krwi tetniczej (ang. Diastolic Blood Pressure)
DMSO - dimetylosulfotlenek (ang. dimethyl sulfoxide)

EETs — kwasy epoksyeikozatrienowe (ang. epoxyeicosatrienoic acids)

ELISA — test immunoenzymatyczny (ang. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
ET-1 — endotelina 1

GFR — tempo filtracji kiebuszkowej (ang. Glomerular Filtration Rate)

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

IBF — przeptyw krwi przez tetnice biodrowa konczyny tylnej (ang. Iliac Blood Flow)
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ICBF — indeks przepltywu krwi przez korg nerki
I[IMBF — indeks przeptywu krwi przez rdzen wewnetrzny nerki
IM — rdzen wewnetrzny nerki (ang. Inner Medulla)

IMBF — przeptyw krwi przez rdzen wewnetrzny nerki (ang. Inner Medullary Blood
Flow)

IOMBF — indeks przeptywu krwi przez rdzen zewngtrzny nerki

IP3 — trifosforan inozytolu

MAP — kinazy aktywowane mitogenami (ang. mitogen-activated protein kinase)
MBP - $rednie ci$nienie krwi tetniczej (ang. Mean Blood Pressure)

MMP - metaloproteinazy macierzy  zewnatrzkomorkowej  (ang.  Matrix

Metalloproteinases)
NO - tlenek azotu (ang. Nitric Oxide)
NOS - syntaza tlenku azotu (ang. Nitric Oxide Synthase)

eNOS, NOS3 - endotelialna syntaza tlenku azotu (ang. endothelial Nitric Oxide

Synthase), syntaza tlenku azotu pochodzenia §rédbtonkowego
INOS, NOS2- indukowana syntaza tlenku azotu (ang. induced Nitric Oxide Synthase)
nNOS, NOSI1 — neuronalna syntaza tlenku azotu (ang. neuronal Nitric Oxide Synthase)

OMBF — przeptyw krwi przez rdzen zewnetrzny nerki (ang. Outer Medullary Blood
Flow)

PFA — paraformaldehyd

PGI2 — prostacyklina

PGH2 — prostaglandyna H2

Pna — stezenie jonow sodu w osoczu

PRA — aktywno$¢ reninowa osocza (ang. Plasma Renin Activity)
PRC - stezenie reniny w osoczu (ang. Plasma Renin Concentration)

PU — jednostki perfuzji (ang. Perfusion Unit)
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Px — stezenie substancji x w osoczu (ang. Plasma concetration/ Concentration of

substance x in plasma)
RAAS — uktad renina-angiotensyna-aldosteron
RBF — catkowity przeptyw krwi przez nerke (ang. Renal Blood Flow)
ROS — reaktywne formy tlenu (ang. Reactive Oxygen Species)
SBP — skurczowe ci$nienie krwi tetniczej (ang. Systolic Blood Pressure)
SEM - btad standardowy $redniej (ang. Standard Error of the Mean)
SHR — szczury spontanicznie nadcisnieniowe (ang. Spontaneously Hypertensive Rats)
TXA2 — tromboksan A2

VEGF - czynnik wzrostu §rédbtonka naczyniowego (ang. Vascular Endothelial Growth
Factor)

UnaV — tempo wydalania sodu
UosmV — tempo wydalania substancji osmotycznie czynnych

Ux — stezenie substancji X w moczu (ang. Concentration of substance x in urine)



Streszczenie

Rozwdj nadcis$nienia tetniczego zwigzany jest czgsto ze wzrostem aktywnos$ci
uktadu renina-angiotensyna-aldosteron (RAAS) i1 zbyt duza iloscig powstajacej w jego
wyniku angiotensyny II (Ang II). Ang II pelni istotng role w kontroli ci$nienia
tetniczego krwi oraz odpowiada za patologiczng przebudoweg serca i1 §cian naczyn
krwiono$nych. Zwigkszona synteza Ang II i wysokie jej stezenie w tkankach, nawet bez
towarzyszacego jej nadci$nienia moga prowadzi¢ do wtornego uszkodzenia naczyn
krwiono$nych, serca i nerek (ang. ,, end- organ damage”).

Stosowane obecnie czynniki obnizajagce aktywnos¢ RAAS 1 wplywajace
ochronnie na nerke oraz inne narzady to przede wszystkim substancje bezposrednio
hamujace powstawanie i uwalnianie Ang II (inhibitory enzymu konwertujacego —
ACE), antagonisci receptorow ATi angiotensyny oraz receptoroOw aldosteronu, a takze
substancje blokujace powstawanie reniny. Niestety blokada syntezy Ang II poprzez
terapi¢ inhibitorami ACE okazuje si¢ niekompletna lub obserwuje si¢ nast¢pcza
»ucieczke” spod stosowanego leczenia.

Wiadomo, ze terapia inhibitorami ACE obniza tworzenie Ang II i aldosteronu,
natomiast zwicksza aktywno$¢ reninowg osocza i poziom angiotensyny I (Ang I).
Wysoki poziom reniny moze bra¢ udziat w produkcji lokalnej angiotensyny II np. w
naczyniach, a podwyzszony poziom Ang I prowadzi czg¢sto do powstawania Ang II na
drodze przemian niezaleznych od ACE. Wedlug najnowszych doniesien w wielu
tkankach (np. w miocytach serca czy komodrkach migsni $cian naczyn krwionos$nych)
istnieje kompletna ,,maszyneria” biochemiczna umozliwiajaca lokalng produkcje Ang II
z Ang I, nawet pod nieobecno$¢ ACE. W ludzkim sercu i w naczyniach krwiono$nych
tylko 20-30% powstajacej Ang II zalezy od ACE. Jednym z enzyméw ACE-
niezaleznych, obok ACE-2 oraz katepsyny G, jest chymaza wystepujagca w komodrkach
tucznych oraz komorkach $roédblonkowych i1 $rodmigzszowych wielu narzadow.
Chymaza nie tylko przeksztalca Ang I w Ang II na drodze przemian niezaleznych od
ACE, ale rowniez uczestniczy w powstawaniu Ang [ z angiotensyny (1-12).

W zwiagzku z najnowszymi doniesieniami o znacznym udziale chymazy w
lokalnym powstawaniu naczyniokurczacej Ang Il podj¢to probe zbadania jak
zablokowanie aktywnosci tego enzymu wplynie na ciSnienie krwi tetniczej,
hemodynamike oraz czynnos$¢ wydalniczq nerek u szczuréw ze spontanicznie

rozwijajacym sie nadciSnieniem o podlozu genetycznym (SHR).



Jako inhibitora niezaleznych od ACE szlakow powstawania angiotensyny II
zastosowano innowacyjne, syntetyczne peptydy RIY (Arginina-Izoleucyna-Tyrozyna)
oraz VWIS (Walina-Tryptofan-Izoleucyna-Seryna), ktoére pierwotnie zostaly
wyizolowane z nasion rzepaku. Wczesniejsze badania wybranych peptydow
wskazywaly na ich niewielkie powinowactwo do blokowania ACE, a wykonane na
potrzeby tego projektu badania in vitro wykazaly ich zdolno$§¢ do hamowania
aktywnos$ci chymazy. Niski koszt 1 fatwos$¢ pozyskania tych peptydoéw przemawia za
podjeciem badan nad ich przydatnos$cig w walce z nadci$nieniem, a takze w profilaktyce
choroby nadci$nieniowej. Dodatkowo zastosowano chymostatyne (CH), jako
komercyjnie dostgpnego blokera chymazy.

Wyselekcjonowane substancje: peptydy RIY 1 VWIS, CH oraz ich
rozpuszczalniki, sol fizjologiczng (S) oraz 0.05% roztwor dimetylosulfotlenku (DMSO)
w soli fizjologicznej, podawano dozylnie szczurom SHR. Postanowiono przebadad
zardbwno wplyw zastosowanych blokeréw na rozwoj nadci$nienia (badania na mtodych
6-tyg. szczurach) oraz sprawdzi¢ czy zablokowanie niezaleznego od ACE szlaku
syntezy Ang II obnizy ci$nienie tetnicze krwi u szczuréw z utrwalonym nadcisnieniem
tetniczym (badania na dorostych 16-tyg osobnikach). Dodatkowo peptydy RIY i VWIS
oraz sol fizjologiczng podawano mlodym 1 dorostym szczurom SHR droga
dozotadkowa. Wszystkie badane zwiazki podawano raz dziennie przez 14 dni. Ci$nienie
krwi tetniczej mierzono metodg telemetryczng; dobowe obserwacje w klatkach
metabolicznych potaczone ze zbidrka moczu, pomiarem spozycia paszy, wody oraz
wydalania katu prowadzono raz w tygodniu. Po obserwacji parametrow metabolicznych
pobierano krew z ogona do oznaczen biochemicznych. Po dwdéch tygodniach leczenia
zwierzeta usypiano 1 po przygotowaniu chirurgicznym mierzono parametry
hemodynamiczne nerki oraz jej czynno$¢ wydalniczg. Po zakonczeniu doswiadczenia
ostrego pobierano i utrwalano narzady do dalszych analiz. Jednocze$nie prowadzono
rownolegta grupe dorostych szczurow SHR (16-tyg.), u ktéorych w doswiadczeniu
chronicznym badano hemodynamike nerki metoda rezonansu magnetycznego
(obrazowanie magnetyczne wyklucza uzycie sond telemetrycznych, stad u tych
szczuréw nie mierzono cisnienia krwi).

W trakcie dwutygodniowego doswiadczenia w Zadnej z grup nie
zaobserwowano odbiegajacych od normy oznak dotyczacych zdrowia zwierzat, tj.
wygladu, stanu siersci, aktywnos$ci, zachowan pielggnacyjnych czy socjalnych, nie

zaobserwowano zadnego wplywu zabiegdw chirurgicznych (implantacja sondy
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telemetrycznej, czy kaniul) oraz badanych substancji na dojrzewanie, wzrost oraz
kondycje fizyczng zwierzat.

Analiza wynikoéw otrzymanych u mtodych zwierzat po zablokowaniu chymazy
nie wskazuje na jej kluczowa role¢ w rozwoju nadci$nienia. Chymostatyna i peptydowe
inhibitory chymazy mogly przyczynia¢ si¢ do pewnego zahamowania progresji
choroby, ale obserwowane efekty byly dos¢ subtelne. Dodatkowo analiza wynikéw byta
utrudniona ze wzgledu na silniejsze zmiany w grupach otrzymujacych roztwory
kontrolne.

U szczurow dorostych najbardziej korzystne i wyrazne efekty sposrod
wszystkich badanych zwiazkéw wywolal peptyd RIY. Po podaniu dozylnym tego
peptydu u dorostych szczuréw zaobserwowano istotne statystycznie obnizenie ci§nienia
krwi tetniczej (BP) w porownaniu do grupy otrzymujacej rozpuszczalnik; jednoczenie
zaobserwowano u tych zwierzat obnizenie czestosci skurczow serca oraz istotne (prawie
3-krotne) zwigkszenie wydalania azotanéw 1 azotyndéw, co moze wskazywac na
poprawe czynnosci Srodblonka 1 wzrost syntezy naczyniorozszerzajacego tlenku azotu.
Zaobserwowano rowniez obnizenie stezenia Ang II w nerce (p<0,05) oraz wyrazny
trend do obnizenia jej poziomu takze w osoczu i w sercu, a takze silng tendencje do
poprawy ukrwienia kory nerki i obnizenia stopnia uszkodzenia kilgbuszkow (GSI,
p=0,08). Doroste zwierzeta otrzymujace ten sam peptyd droga dozotadkowsa réwniez
wykazywaty szereg korzystnych zmian, cho¢ jak wspomniano nie doszto u nich do
istotnego obnizenia cisnienia krwi tetniczej. Po 14 dniach podawania zwigzku
zaobserwowano zwigkszenie perfuzji nerek/poprawe¢ hemodynamiki nerek, ok. 50%
wzrost GFR oraz istotne obnizenie GSI. Wigkszo$¢ uzyskanych wynikéw wskazuje, ze
efekty uzyskane po RIY zaleza od zmian hemodynamicznych w uktadzie krazenia i
wydalania, natomiast nie od wptywu na transport kanalikowy.

Opierajac si¢ na badaniach in vitro, przedstawionych w niniejszej dysertacji,
ktore wykazaly wlasciwosci blokujace peptydu RIY w stosunku do chymazy, a
takze na danych literaturowych wskazujacych na niewielkie powinowactwo do
blokowania ACE sugerujemy, ze korzystne efekty podawania RIY sa nastepstwem,
przynajmniej cze¢sciowego blokowania obu kluczowych szlakow powstawania Ang
IL.

Podobnych zmian nie zaobserwowano po drugim z badanych peptydow VWIS;
przeciwnie u zwierzat mtodych, zaréwno po podaniu dozylnym jak i dozotagdkowym,

prowadzit on do wzrostu ci$nienia rozkurczowego, uposledzenia hemodynamiki nerek i
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wzrostu stezenia Ang II w sercu (tylko po podaniu i.v.). Nie zmienial tez wskaznika
uszkodzenia klebuszkow. Z kolei u zwierzat dorostych po dozylnym podaniu VWIS
zaobserwowano obnizenie GSI 1 tendencje do poprawy ukrwienia kory nerki. Podanie
dozotadkowe wywotato uposledzenie hemodynamiki nerek i obnizenie GFR (pomiar w
doswiadczeniach ostrych, w narkozie).

Wydaje si¢, ze brak zaktadanej (i zblizonej do RIY) skutecznosci pochodzacego
z nasion rzepaku peptydu VWIS wynika z jego rozpadu w uktadzie pokarmowym i
krwiono$nym do fragmentow, z ktérych VW jest co prawda stabym blokerem ACE
(dane literaturowe), ale nie posiada takich wtasciwosci wobec chymazy (pokazane w
dysertacji badania in vitro). W zwiazku z powyzszym blokowanie tylko jednego ze
szlakow, moze w uktadzie przewleklym prowadzi¢ do uruchomienia alternatywnego
szlaku konwersji angiotensyny, tj. chymazy. Co wigcej, w zalozonej przez nas hipotezie
to wilasnie tkankowe powstawanie Ang II w warunkach patologicznych ma kluczowe
znaczenie dla uszkodzenia narzadow i dalszej progresji nadcisnienia.

Analiza zebranych wynikéw ukazala odmienny obraz zmian spowodowany
podawaniem chymostatyny u zwierzat dorostych. Niestety w przypadku tej grupy
szczurow btad metodyczny (brak pomiaréw w stosownym okresie dos§wiadczenia) oraz
stosunkowo duze zmiany w BP po podaniu obu rozpuszczalnikow (DMSO oraz soli
fizjologicznej), znacznie skomplikowaly interpretacje wynikow oraz utrudnity
poréwnania migdzy grupami. Jednakze mozna przypuszczac, ze ten komercyjnie
dostepny inhibitor chymazy podany dozylnie nie obnizyt ci$nienia krwi u dorostych
SZCZUrow.

Dodatkowo zaobserwowano niekorzystne zmiany w mierzonych parametrach
hemodynamicznych, zarowno podczas do$§wiadczen ostrych (nizszy przeplyw przez
rdzen wewnetrzny nerki w poréwnaniu do grupy otrzymujacej DMSO), jak 1 metoda
obrazowania w rezonansie magnetycznym (istotne obnizenie przeptywu korowego w
stosunku do dnia 0 oraz w poréwnaniu do grupy otrzymujacej DMSO w dniu 14).
Jednoczesnie po podaniu chymostatyny zanotowano najnizszg wartos¢ GFR (w
poréwnaniu do obu zastosowanych rozpuszczalnikéw). Kolejnym zjawiskiem
zashugujacym na szczegdlng uwage jest poziom angiotensyny Il mierzony w pobranych
tkankach. Po dozylnym podaniu chymostatyny u dorostych szczuréw zaobserwowano
najwyzsze stezenia Ang Il w nerce, sercu oraz osoczu w porownaniu do pozostatych

grup. Podsumowujac wydaje si¢, ze zablokowanie chymazy w grupie szczurow
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dorostych prowadzi do pobudzenia osoczowego uktadu RAAS i wytwarzania Ang II

droga zalezng od ACE.

Reasumujac, wyniki naszych badan wskazuja na hipotensyjny i protekcyjny
wobec nerki wplyw RIY po podaniu dozylnym. Wydaje si¢ takze, ze przedluzenie
czasu podawania lub/i zwi¢kszenie dawki tego peptydu mogloby nie tylko
poprawic¢ funkcje narzadow, ale wywola¢ wymierne efekty hipotensyjne. Uzyskane
wyniki wskazujga na duzy potencjal peptydu RIY w leczeniu i lub prewencji

choroby nadcisnieniowej w przyszlosci.
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Abstract

For the past several decades hypertension has been considered one of the most
prominent health threats in the world. According to WHO elevated blood pressure have
caused 9.4 million deaths in 2010. Uncontrolled hypertension is associated with
increased cardiovascular morbidity and mortality and may lead to an end-organ damage,
such as myocardial infarction, heart failure, stroke, kidney diseases, retinopathy and
many others.

The development of hypertension is frequently associated with hyperactivity of
renin-angiotensin- aldosterone system (RAAS) and high levels of angiotensin II (Ang
II) in plasma. This vasoconstrictive peptide plays a key role in the control of blood
pressure and it is responsible for pathological remodelling of the heart and walls of
blood vessels. Increased synthesis of Ang II and its high level in tissues, even without
concomitant hypertension may lead to secondary damage of blood vessels, heart and
kidneys, which leads to end-organ damage.

RAAS inhibitors, which protect the kidneys and other organs, include inhibitors
of angiotensin converting enzyme (ACE), AT; and aldosterone receptors antagonists
and renin inhibitors. ACE inhibitors, which are one of the most commonly prescribed
drugs in the treatment of hypertension, often seem not to be fully effective in Ang II
synthesis blockade. It is known that treatment with ACE inhibitors lowers Ang II and
aldosterone levels, however it also increases plasma renin activity and the level of
angiotensin I (Ang I). High level of renin may in turn lead to increased local Ang II
production, for example in the blood vessels, and high levels of Ang I may cause the
increase of Ang II generation independently of ACE. In many tissues (i.e.
cardiomyocytes or in the smooth muscle cells of blood vessels walls) exists “complete
machinery” capable to produce Ang II from Ang I without ACE involvement. In the
heart and blood vessels only 20-30% of Ang II is synthesised by ACE. It is assumed
that this rebound production of Ang II happen through the action of chymostatin-
sensitive Ang II-generating enzymes, such as cathepsin G and chymase. The latter has
been of interest of many scientific research, including this dissertation. Chymase,
commonly found in mast cells, interstitium and endothelium cells of many organs, not
only can generate Ang Il form Ang I independently of ACE, but also converts Ang (1-
12) to Ang L.
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Due to the latest reports regarding significant involvement of chymase in
local Ang II production, in the presented thesis an attempt was made to investigate
how inhibition of this enzyme will affect arterial pressure, renal haemodynamics
and excretion in spontaneously hypertensive rats (SHR).

To block ACE-independent pathways of Ang II production innovative, synthetic,
rapeseed-derived peptides were used: RIY (Arginine-Isoleucine-Tyrosine) and VWIS
(Valine-Tryptophan-Isoleucine-Serine). Selected peptides were proved in in vitro tests
to inhibit chymase activity and possess weak affinity towards ACE. Rapeseed-derived
peptides are easy and cheap to obtain, therefore they seem very promising as a new tool
in the treatment and/or prevention of hypertensive disease. Also chymostatin (CH) was
used as a commercially available inhibitor of chymase and other chymostatin-sensitive
enzymes. Selected substances RIY, VWIS, CH and theirs solvents i.e. saline (S) and
0.05% dimethyl sulfoxide (DMSO) in saline were infused daily, intravenously for 14
days to SHR. Rats in two stages of disease development were used: young (6 weeks
old) in the pre-hypertensive phase and adult (16 weeks old) rats with established
hypertension. Peptides RIY, VWIS and saline were also administered intragastrically to

young and adult SHR.

Blood pressure (BP) was monitored with telemetry, once a week observations in
metabolic cages were performed with urine collection and metabolic parameters
assessment (diuresis, water and food intake, faecces weight); metabolic observations
were followed by blood sampling for biochemical analysis. After two weeks of
treatment rats were anaesthetised and after surgical preparations renal haemodynamics
and excretory function evaluation was performed in acute experiments. In the end
organs (kidneys, heart, aorta) were harvested for further analysis. Separate group of
adult SHR (without telemetry probes) was used in magnetic resonance imaging to

measure changes in renal perfusion during chronic observations.

All animals were in good health and displayed normal physical activity. Tested
substances did not cause any abnormalities in the maturation, nocturnal activity, social

and grooming behaviour of studied rats.

Based on detailed analysis of accumulated results in young pre-hypertnesive
animals after chymase inhibition, we suggest that chymase does not play a crucial role

in the development of hypertension in this genetic model of this disease. It seems that
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chymostatin and peptide inhibitors of chymase could only slightly slow down the
progression of the disease, however observed effects were rather subtle. Additionally,
more pronounced changes in the control groups (receiving DMSO and saline)

significantly hamper any solid conclusions.

Out of all tested potential inhibitors of chymase in adult rats, the most
substantial and beneficial effects were observed after intravenous RIY administration.
RIY significantly reduced blood pressure in comparison to the control group (saline).
Also it decreased heart rates and increased almost 3-fold the nitric oxide (NO)
metabolites excretion. This substantial elevation of potent vasorelaxating agent (NO)
might suggest the improvement of endothelium function. Furthermore angiotensin II
level in the kidneys was decreased after intravenous RIY administration and we
observed a decreasing tendency in plasma and heart Ang II levels. Also blood flow
through renal cortex was improved in this group and glomerulosclerosis index (GSI)
was diminished, suggesting that RIY alleviated renal impairment. In adult rats, which
received peptide RIY intragastrically, also substantial amount of beneficial effects was
observed, however without significant decrease in blood pressure. The increase in renal
haemodynamics and glomerular filtration rate (GFR), but also a decrease in GSI were

recorded.

The majority of analysed effects suggest that beneficial activity of RIY is
related to haemodynamic changes in cardiovascular and renal systems and rather
not connected to tubular transport. Based on in vitro tests, which were performed
prior to in vivo experiments, we suspect that RIY exhibits strong inhibitory activity
towards chymase, but also it shows slight affinity to block ACE. We suggest that at
least partial, but double blockade of both Ang II synthesis pathways (chymase and
ACE-dependent) might be responsible for such advantageous effects after RIY

administration.

Peptide VWIS did not prove to be as potent as tripeptide RIY. On the contrary,
after intravenous and intragastric administration of VWIS to young animals increased
blood pressure, impaired renal haemodynamics and increased Ang II levels in the heart
(only after iv administration) were observed. Some beneficial activity was observed

after intravenous administration in adult rats (decreased GSI and a tendency to increase
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renal perfusion), however after intragastric administration to adult rats VWIS caused

adverse effects, such as renal haemodynamic impairment and GFR decrease.

It seems that the lack of hypotensive activity of VWIS might be caused by its
rapid degradation in the digestive and circulatory system to shorter compounds: VW
and IS. Although VW was proved to be a weak ACE inhibitor, but our in vitro tests
showed that it does not exhibit blocking activity towards chymase. We suspect that
minor inhibition of only one of Ang II generating pathways might not be sufficient.
Additionally, chronic inhibition of only one pathway (ACE-dependent) might even lead

to increased alternative chymase-dependent pathway activity.

Analysis of the results obtained in chymostatin-receiving adult rats showed quite
diverse set of changes, than after peptides administration. Unfortunately due to
methodical mistake and relatively strong changes in control groups this analysis was
troublesome and complicated. However it seems that chymostatin did exhibit
hypotensive activity in adult rats. Additionally, some adverse effects were also
observed, both measured in acute experiments (lower perfusion of renal medulla) and
obtained during magnetic resonance imaging (significant reduction of cortex blood
flow). GFR was also the lowest in this group in comparison to both control groups
(receiving DMSO and saline). After intravenous administration of chymostatin to adult
rats plasma and renal levels of Ang II were the highest. It seems that exclusive blockade
of chymase activity might in turn lead to stimulation of systemic RAAS and generation

of Ang II in the ACE-dependent manner.

In conclusion, obtained results suggest that peptide RIY possess
antihypertensive activity and some reno-protective effectiveness. It seems that
prolongation of the administration and/or elevation of the administered dosage
might prove to be even more beneficial. Nevertheless, we think that peptide RIY

might be useful in a treatment and/or prevention of hypertension in the future.
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1. Wstep

1.1. Nadci$nienie te¢tnicze

Choroba nadcisnieniowa stanowi ogromny problem zdrowotny, szczeg6lnie w
wysokorozwinietych spoteczenstwach. Zmaga si¢ z nig ok. 1/3 ludno$ci na calym
Swiecie. Pomimo wielu lat intensywnych badan znajomo$¢ jej zrdéznicowane]
patogenezy jest niepetlna, co ogranicza mozliwosci precyzyjnej diagnozy, a w
konsekwencji skutecznej terapii. Nadcis$nienie tetnicze moze prowadzi¢ do rozwoju
wielu choréb uktadu sercowo-naczyniowego; zwigksza ryzyko choroby niedokrwienne;j
serca, udaru moézgu, niewydolno$ci serca, miazdzycy tetnic obwodowych i
niewydolno$ci nerek, moze takze prowadzi¢ do wtdrnego uszkodzenia wielu narzadow
jak nerka, serce czy mozg. Polskie Towarzystwo Nadci$nienia Tetniczego (PTNT)
przyjeto, powszechnie uznang w $wiecie nauki klasyfikacje zgodnie z opublikowanymi
w European Society of Hypertension (ESH) 1 European Society of Cardiology (ESC)
wytycznymi, definiujagcymi nadcis$nienie tetnicze jako cis$nienie tg¢tnicze krwi
przekraczajace wartosci 140 mmHg dla ci$nienia skurczowego (Systolic Blood
Pressure, SBP), 90 mmHg dla ci$nienia rozkurczowego (Diastolic Blood Pressure,
DBP) [1], [2].

Nadcisnienie tetnicze definiowane jest ze wzgledu na podtoze rozwoju choroby
jako pierwotne (najczesciej samoistne, bez mozliwosci wskazania jednoznacznej
przyczyny) 1 wtorne (nazywane takze objawowym). Nadci$nienie pierwotne (ang.
essential/primary hypertension) wywolane jest dzialaniem ro6znych czynnikow
genetycznych i $rodowiskowych. Na rozwoj choroby wpltywa réwnoczesnie wiele
czynnikéw takich jak nadmierne spozycie soli, otyto$¢, brak aktywnosci fizycznej,
oporno$¢ na insuling, nieprawidiowe dziatanie uktadu renina-angiotensyna-aldosteron
(RAAS), a takze zaburzone funkcjonowanie ukladu wspotczulnego. W patogenezie
nadci$nienia pierwotnego znaczenie maja czynniki genetyczne (m.in. geny kodujace
rozne sktadowe uktadu renina-angiotensyna-aldosteron), immunologiczne, aktywnos$¢
peptydowych hormonow natriuretycznych oraz czynniki zwigzane z dysfunkcja
srodbtonka; te ostatnie charakteryzuja si¢ zmianami w uwalnianiu szeregu substancji
pochodzenia §rodbtonkowego jak np. endotelina (ET-1), kwasy epoksyeikozatrienowe
(EETs) czy tlenek azotu (NO) [3].

Wsrod przyczyn pierwotnego nadcis$nienia te¢tniczego wskazuje si¢ na udziat

wymienionych ponizej mechanizméw patogennych [4]:
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mechanizm nerkowy

zaburzenie rownowagi pomigdzy wytwarzaniem substancji/czynnikow
naczyniokurczacych (angiotensyna II, endotelina, neuropeptyd Y), a
wytwarzaniem substancji/czynnikow naczyniorozszerzajacych (tlenek azotu i
acetylocholina, peptydy natriuretyczne, bradykinina), co w konsekwencji
prowadzi do zaburzenia ukrwienia nerek

wzrost wydzielania reniny w wyniku pobudzenia receptoréw beta;-
adrenergicznych w komorkach aparatu przyklgbuszkowego na skutek
uwalnianej z zakonczen wspotczulnych noradrenaliny

zwickszenie wydzielania reniny w wyniku obnizenia ci$nienia w tgtniczce
doprowadzajacej krew do kigbuszka nerkowego, a takze obnizenia zawartosci
jonow sodu w moczu kanalika dystalnego nefronu

zaburzenia w  wydalaniu  sodu; uszkodzenie kanatow  jonowych

odpowiedzialnych za transport kanalikowy, a wigc 1 wydalanie sodu

mechanizm naczyniowy

wzrost wrazliwosci naczyn na katecholaminy, a takze ich nadmierne
wytwarzanie

uposledzenie syntezy lub/i wydzielania $rédblonkowych  substancji
naczyniorozszerzajacych (NO, prostacyklina) przy prawidlowej lub nawet
nasilonej syntezie czynnikow naczyniokurczacych (ET-1, Ang II)

przebudowa $ciany naczyn prowadzaca do zwe¢zenia $wiatla naczynia
krwiono$nego, a takze jej usztywnienie; proces stymulowany poprzez lokalne
dziatanie uktadu renina-angiotensyna, endoteling, insuling (hiperinsulinizm
wtorny w stosunku do insulinoopornosci), a hamowany w wyniku dziatania

NO, naczyniowych czynnikéw natriuretycznych i bradykining

mechanizm neurogenny

podwyzszone napiecie ukladu wspotczulnego (wzrost naczyniowego oporu
obwodowego, wzrost pojemnos$ci minutowej serca, stymulacja wydzielania
reniny, wzrost aktywnosci ukladu RAAS)

brak prawidlowej reakcji na bodzce z baroreceptorow 1 receptorow

objetosciowych

czynniki genetyczne
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e wiele genow zwigzanych z mechanizmami regulujgcymi ci$nienie t¢tnicze krwi
wplywa na jego warto$¢; istniejg m.in. genetycznie uwarunkowane anomalie w
strukturze angiotensynogenu czy receptora AT; (receptor typu 1
odpowiedzialny za prohipertensyjne efekty Ang II); ekspresja takich genow
moze takze zaleze¢ od czynnikow srodowiskowych

— czynniki Srodowiskowe

e aktywno$¢ fizyczna

e spozycie soli

e otylos¢

e stres psychiczny

Wtérne nadcis$nienie tgtnicze lub wzrost cisnienia krwi tetniczej powstaje w
wyniku innego zdefiniowanego stanu chorobowego; czesto przebiega poczatkowo
bezobjawowo, a rozpoznaje si¢ je dopiero po wystapieniu powiklan narzadowych.
Wsrod najczestszych przyczyn nadci$nienia wtdérnego wymienia si¢ rozne stany
chorobowe oraz nieprawidtowos$ci rozwojowe naczyn tetniczych zaopatrujacych nerki
w krew. Na skutek niedokrwienia nerek uruchomiane sg biochemiczne mechanizmy
prowadzace do podwyzszenia cisnienia tetniczego krwi. Wsrdd chorob nalezacych do
tej grupy wymienia si¢ niektore uszkodzenia/dysfunkcje gruczotéw dokrewnych
przebiegajace z zaburzeniami wydzielania hormondéw (np. guz chromochtonny
nadnercza uwalniajacy adrenaling) oraz guzy i urazy moézgu, stany zapalne mézgu i
opon mozgowych.

W oparciu o ogromng liczb¢ obserwacji doswiadczalnych 1 rozwazan
teoretycznych, poczynajac od badan Artura Guytona, proponuje si¢, ze nerka jest
glownym organem odpowiedzialnym za utrzymanie prawidlowego BP (ang. Blood
Pressure) [5]-[8]. Wiele eksperymentalnych badan, jak réwniez praktyka kliniczna
wynikajgca ze stosowania inhibitorow konwertazy angiotensyny (ACE) 1 antagonistow
receptora AT, wskazuja na centralng role RAAS w regulacji BP co nie jest
zaskakujace, poniewaz i aktywno$¢ RAAS i czynno$¢ nerek sa $cisle ze sobg zwigzane.

Nalezy pamigta¢ rowniez o podstawowej roli nerek w regulacji stalej objetosci,
sktadu 1 ci$nienia osmotycznego ptynow ustrojowych, co ma w sposéb oczywisty
kluczowe znaczenie w kontroli ci$nienia tetniczego krwi. Ponadto w zwigzku ze swoja

funkcja endokrynng (przede wszystkim uwalnianie reniny bedacej pierwszym ogniwem
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uktadu RAAS) nerki uwazane sg za narzad biorgcy udzial w rozwoju nadci$nienia
tetniczego wtdrnego, a takze pierwotnego.

W kolejnych podrozdzialach omoéwione zostang zagadnienia zwigzane z rola
uktadu RAAS (z podziatem na klasyczny/systemowy RAAS oraz opisany stosunkowo
niedawno, ale coraz bardziej zyskujacy na znaczeniu, lokalny/tkankowy RAAS),
zwigkszonym st¢zeniem angiotensyny Il w osoczu i tkankach oraz nadekspresja jej

receptorow oraz z rolg tych procesdw w rozwoju nadcis$nienia t¢tniczego.

1.1.1. Uklad renina-angiotensyna-aldosteron

Uktad renina-angiotensyna-aldosteron (RAAS) ma istotne znaczenie w kontroli
ci$nienia krwi tetniczej. Zakres 1 charakterystyka zaburzen jego funkcjonowania
prowadzacych do nadci$nienia sg bardzo ztozone i wcigz nie w pelni zrozumiate, co
sktania do badan, ktore w istotny sposob poszerzylyby nasza wiedz¢ dotyczaca funkcji
RAAS w ukladzie krazenia 1 wydalania. W sklad tego uktadu hormonalno-
enzymatycznego wchodzg przede wszystkim: renina, angiotensyna i aldosteron (Ryc.1).
RAAS zaangazowany jest w kontrolg objetosci krwi krazacej, stgzenia jonow sodu i
potasu w ptynach ustrojowych, jako uktad dziatajacy w catym organizmie lub lokalnie,
migedzy innymi w mig$niu sercowym, S$cianach naczyn krwionos$nych, nerkach.
Powstajagce w  wyniku przeksztalcenia angiotensynogenu zwigzki wykazujg
zréznicowang aktywnos$¢ biologiczng, a niektére z nich majg krancowo przeciwstawne
dzialanie. Duzym osiaggnieciem w dziedzinie medycyny bylo zidentyfikowanie
najistotniejszych dla funkcjonowania i regulacji tego ztozonego uktadu elementéw oraz
czynnikow mogacych zaburza¢ jego prawidlowe dzialanie. Kluczowe zjawiska w
zmieniajacej si¢ aktywnosci RAAS dotycza regulacji wydzielania reniny, regulacji
aktywnos$ci enzymow odpowiedzialnych za odcinanie poszczegélnych angiotensyn od
ich macierzystych peptydow oraz procesy odpowiedzialne za regulacje syntezy
wihasciwych dla nich receptoréw. Kolejnym waznym czynnikiem determinujagcym
pobudzenia RAAS jest wspolistniejagce dziatanie hormonéw i czynnikéw humoralnych,

z ktorymi peptydy angiotensynowe wchodzg w interakcj¢ na poziomie komorki [9].
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Systemowy RAAS Lokalny RAAS

watroba inne narzady
l l (serce, mozg naczynia)
ANGIOTENSYNOGEN | nerkowa renina
nerkowa i
renina —— ANGIOTENSYNA I <—— tkankowa renina
plucny ACE tkankowy ACE 1iinne
L  » ANGIOTENSYNA II «— | pl‘o’[eazy np. chymaza

np. aminopeptydazy: A, N. B, C
(APA, APB, APN, APC):
endopeptydaza prolinowa (PEP)

np. aminopeptydazy: A, N, B, C
(APA. APB, APN, APC):
endopeptydaza prolinowa (PEP)

fragmenty wHaktywne” fragmenty Ang
nieaktywne I, Ang IV, Ang 1-7

¥

plyn zewnatrzkomorkowy Receptory dla

plyn wewnatrzkomorkowy angiotensyny

Ryc. 1 Schemat uktadu renina-angiotensyna-aldosteron (RAAS). Modyfikacja wlasna
schematu: Systemowa i tkankowa komponenta syntezy angiotensyny II; aminopeptydaza
A, B, C, N — APA, APB, APC, APN. (Na podstawie: Braunwald’s Heart Disease, A
textbook of cardiovascular medicine, pod red. Zipes I wsp., 7" ed. 2006; [10], [11]).

Kluczowa rolg¢ w inicjowaniu reakcji prowadzacych do powstania peptydow
angiotensynowych petni kwasna proteaza aspartylowa (enzym polipeptydowy z resztg
kwasu asparaginowego w miejscu aktywnym) - remnina. Prekursorem enzymu jest
prorenina powstajaca z preproreniny, a gldwnym miejscem jej powstawania sg komorki
ziarniste  tetniczki  doprowadzajacej  kigbuszka (w  obrgbie tzw. aparatu
przyktebuszkowego nerek). Ziarnistosci zlokalizowane sg glownie w warstwie
srodkowej  $ciany  tetniczek  doprowadzajacych  (w  mniejszym  stopniu
odprowadzajacych). Przestrzenne potozenie t¢tniczki doprowadzajacej i1 kanalika
nerkowego umozliwia jej kontakt ze $ciang kanalika dystalnego nefronu zawierajacego
wyspecjalizowane komorki plamki gestej (macula densa), ktore reaguja na lokalng
szybko$¢ przeptywu moczu kanalikowego 1 stezenie zawartych w nim jonow sodu;
dzigki temu komorki plamki gestej takze uczestnicza w wydzielaniu reniny. Zwezenie
tetniczek doprowadzajacych w odpowiedzi na wzrost przeptywu moczu na wysokosci

macula densa okres$lane jest mianem kanalikowo-kiebuszkowego sprzezenia zwrotnego
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(tubulo-glomerular feedback). Aparat przyklebuszkowy wyposazony jest we widkna
nerwow nerkowych (wspoétczulne), ktérych zakonczenia zlokalizowano m.in. w
scianach tetniczek doprowadzajacych 1 naczyn prostych. (vasa recta). Pobudzenie
nerwoéw uktadu wspotczulnego, powoduje zwezenie tetniczki doprowadzajacej za
posrednictwem a-receptoréw adrenergicznych oraz zwigkszenie uwalniania reniny
przez aparat przyktebuszkowy. Posrednio stymulacja nerwdéw wspodtczulnych taczy si¢ z
miogennym mechanizmem regulujagcym przeptyw krwi w nerkach. Kiedy cis$nienie krwi
wzrasta, komorki migsni gladkich w S$cianie naczyn tetniczek doprowadzajacych
rozciagaja si¢, co w odpowiedzi ochronnej dla nerki wywotuje ich kurczenie si¢
(przeciwstawienie si¢ zmianom ci$nienia oraz przeptywu krwi) [12]-[14].

Wazne miejsce w regulacji wydzielania reniny odgrywaja takze hormony i
czynniki humoralne doptywajace do nerek z krwia, a takze wydzielane w niej lokalnie.
Reasumujac, kluczowa role w stymulacji wydzielania reniny odgrywa obnizenie
ci$nienia transmularnego w tetniczkach doprowadzajacych (aferentnych) ponizej 90
mmHg, pobudzenie uktadu wspodtczulnego, a takze zmniejszenie zawartosci jonéw sodu
w komorkach plamki gestej. Na pobudzenie wydzielania reniny wptywaja réwniez
krazace we krwi katecholaminy. Komoérki wydzielajagce rening wykazujg wihasciwosci
barorecepcyjne, co oznacza, ze ich aktywnos$¢ wydzielnicza zmienia si¢ pod wplywem
rozciggania tetniczki  doprowadzajacej. Kolejnym  czynnikiem mechanicznym
regulujacym wydzielanie reniny jest zmiana szybkosci przeptywu krwi w tetniczkach
doprowadzajacych i odprowadzajacych kiebuszkoéw. Zwigkszona szybkos$¢ przeptywu
krwi jest przyczyng zwigkszenia sity §cinajacej (shear stress) w naczyniach kilebuszka
oraz zwigkszenia poziomu/aktywnosci §rodbtonkowej syntazy tlenku azotu (endothelial
nitric oxide synthase, eNOS); powstajacy tlenek azotu wplywa hamujaco na
wydzielanie reniny przez komorki aparatu przyktebuszkowego. Jak wspomniano,
kluczowg rol¢ w wykrywaniu przez komorki wydzielajace rening szybkosci przeptywu
moczu przez dystalng cze¢$¢ nefronu petnig komorki plamki gestej. Zmniejszenie
szybkosci przeplywu moczu przez kanalik nerkowy wigze si¢ ze zmniejszeniem tempa
biernego transportu jonéw sodu ze $wiatta kanalika, co prowadzi do zwigkszania
wydzielania reniny.

Renina charakteryzuje si¢ wysoka selektywnoscia w stosunku do substratu,
ktorym jest wydzielany gltownie przez watrobg, zbudowany z 453 reszt

aminokwasowych, angiotensynogen. Miejscem aktywnym reniny jest para reszt kwasu
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asparaginowego, wspoéldziatajaca ze sobg w rozbijaniu wigzania karbonylowego
substratu.

Pod wplywem dziatania reniny na angiotensynogen powstaje angiotensyna I
(Ang I), ktora pod wpltywem enzymu konwertujacego (Angiotensin-Converting
Enzyme, ACE) rozktadana jest m.in. do angiotensyny II (Ang II), czyli najwazniejszego
ogniwa w ukladzie RAAS. Ang II jest hormonem peptydowym i stanowi najsilniejsza
endogenng substancj¢ naczyniokurczaca.

Ang II reguluje transport kanalikowy sodu i uczestniczy w kontroli st¢zenia
jonow sodowych i potasowych w organizmie. Ang II pobudza takze wydzielanie
aldosteronu z warstwy kigbkowatej kory nadnerczy. Gtowna funkcja aldosteronu, ktéry
nalezy do grupy hormondéw sterydowych, jest regulacja gospodarki wodno-mineralnej
ustroju. Jego dzialanie powoduje zwickszanie wchlaniania zwrotnego jonow Na' i
wydalanie jonow K" przez komorki kanalikow nerkowych, zwiekszenie wchtaniania
jonéw Na' przez komorki gruczotéw potowych, $linowych i nablonka jelitowego, a
takze zwickszenie objetosci ptynu zewnatrzkomoérkowego, co powoduje zwigkszenie
objetosci wyrzutowej serca 1 wzrost ci$nienia tetniczego krwi [15].

Powstajaca w uktadzie RAAS Ang II pehi istotng rol¢ w kontroli ci$nienia
tetniczego krwi oraz odpowiada za patologiczng przebudowe serca i $cian naczyn
krwionosnych. Zwiekszona synteza 1 wysokie stezenie Ang Il w tkankach, nawet bez
towarzyszacego jej nadcisnienia mogg prowadzi¢ do wtornego uszkodzenia naczyn
krwiono$nych, serca czy nerek (,, end-stage organ damage”). Jednym z mechanizmow
prowadzacych do rozwoju nadci$nienia t¢tniczego jest wilasnie nadmierna aktywnos$é
uktadu RAA 1 zbyt duza ilos¢ powstajacej w nim Ang II. Powstajagca w ptucach
glikoproteina nalezgca do enzymow z grupy egzopeptydaz — konwertaza angiotensyny
(ACE) ma istotne znaczenie w powstawaniu osoczowej Ang II. Enzym ten ponadto
rozktada bradykining bedaca silnym czynnikiem rozszerzajagcym naczynia krwionosne .

Ang Il po zwigzaniu si¢ ze specyficznymi receptorami AT i AT> w miocytach
miegs$ni gladkich §ciany naczyniowej 1 fibroblastach inicjuje liczne reakcje prowadzace
do zmian w naczyniach krwionos$nych. Pobudzenie ATiR powoduje zahamowanie
syntezy 1 wydzielania bradykininy oraz NO, a takze zwigkszone wydzielanie
endoteliny. Nasila takze proliferacje i hipertofie miocytow $ciany naczyniowe;.
Aktywacja receptorow AT, wywiera na $rodbtonek naczyniowy dzialanie
przeciwstawne do AT, a takze hamuje hipertrofi¢ 1 hiperplazj¢ miesni gtadkich $ciany

naczyniowej.
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W leczeniu nadcis$nienia tetniczego stosuje si¢ m.in.: B-blokery, diuretyki,
blokery receptora reniny, a przede wszystkim inhibitory ACE oraz blokery receptora
AT, nalezace do czynnikow hamujacych aktywnos¢ RAAS. Niestety blokada syntezy
Ang II poprzez podawanie inhibitorow ACE bardzo czgsto okazuje si¢ nieckompletna
lub obserwuje si¢ nastepcza ,ucieczke” spod stosowanego leczenia. Wiadomo, ze
terapia inhibitorami ACE obniza tworzenie si¢ Ang II i aldosteronu (poziom tych
hormondéw mierzony w osoczu jest nizszy), ale zwigksza aktywno$¢ reninowg osocza 1
poziom krazacej angiotensyny I. Wysoki poziom reniny moze zwicksza¢ powstawanie
Ang II lokalnie np. w $cianach naczyn, a podwyzszony poziom Ang I bywa czgsto

przyczyna powstawania Ang II droga niezalezng od ACE.

1.1.2. Enzymy biorace udzial w powstawaniu Ang II. Podzial na

klasyczny/osoczowy i lokalny RAAS

Wyroéznia si¢ dwa rodzaje uktadu RAA: systemowy zwany takze osoczowym,
zalezny od aktywnos$ci enzymu konwertujacego angiotensyne (ACE) i uwazany przez
dekady za gtowne zrédlo krazacej we krwi Ang II oraz tkankowy, obecny i operujacy
lokalnie w tkankach (miedzy innymi w mig$niu sercowym, S$cianach naczyn
krwionosnych i nerkach) [14], [16]-[18]. Ptuca sa gldéwnym zrédtem ACE, a wigkszos¢
angiotensyny I jest przeksztalcana w angiotensyng¢ Il podczas pojedynczego przejscia
przez ten narzad. Istniejg istotne dane wskazujace na funkcjonalng role¢ wytwarzanej
lokalnie angiotensyny II, gléwnie w moézgu, sercu 1 nerkach [11], [15]. Powstawanie
tkankowej Ang II jest kontrolowane zarowno przez ACE jak i inne enzymy. W wielu
tkankach (np. w miocytach serca czy w komodrkach migéni $cian naczyn krwionosnych)
istnieje kompletna ,,maszyneria” biochemiczna umozliwiajaca lokalng produkcj¢ Ang
II, nawet pod nieobecno$¢ ACE. Jednym z enzyméw ACE-niezaleznych, obok ACE-2,
katepsyny G czy enzymoé6w podobnych do kalikreiny jest chymaza, znajdowana w
komorkach tucznych oraz komoérkach $rédbtonkowych i $réodmigzszowych wielu
narzadow.

Chymaza nie tylko przeksztalca Ang I w Ang II na drodze przemian
niezaleznych od ACE, ale rowniez uczestniczy w powstawaniu Ang I i/lub Ang 11 z
angiotensyny (1-12) (tzw. proangiotensyn-12). Po raz pierwszy w 2006 roku Ang (1-12)
zidentyfikowano w osoczu i1 wybranych tkankach szczurow (w jelicie cienkim,

sledzionie, nerkach i watrobie szczurow), a takze sugeruje si¢, Zze moze mie¢ ona istotng

25



role dla uktadu renina-angiotensyna [19]-[23]. Autorzy jednej z prac w swoich
badaniach wskazuja na szybkie przeksztalcenie powstajacej z angiotensynogenu
proangiotensyny-12 w Ang I, niezaleznie od reniny, a nastgpnic w Ang II [22].
Doniesienia literaturowe wskazuja rowniez, ze Ang (1-12) moze by¢ bezposrednio
przeksztalcona w Ang II w blonach plazmatycznych komoérek uzyskanych z lewej
komory serca [19], [24].

Wykazano rowniez wzrost aktywnosci chymazy zard6wno w §rédmigzszu nerki
jak 1 w $cianach zyty oraz te¢tnicy nerkowej u pacjenta, ktéremu usunigto nerke z
powodu nadcis$nienia zaleznego od pierwotnego zwezenia tetnicy nerkowej [25].
Stosowane u tego pacjenta inhibitory ACE co prawda obnizyty ci$nienie krwi i poziom
krazacej Ang II, natomiast zwigkszyly stezenie reniny i aldosteronu. Autorzy sugeruja,
ze to wiasnie chymaza ma udziat w tworzeniu Ang II, ktora nast¢pnie stymuluje
sekrecje¢ aldosteronu. Ponadto, zalezny od blokowania ACE wzrost stezenia Ang I -
bedacej jednoczesnie substratem dla chymazy - dodatkowo zwigksza ilo§¢ powstajacej
Ang II w roznych tkankach, prowadzac bezposrednio (fibrynolityczne wiasciwosci
samej chymazy) i1 posrednio (np. poprzez mitogenne dzialanie Ang II) do ich

uszkodzenia.

1.1.3. Receptory angiotensynowe (AT1, AT2)

W regulacji proceséw zaleznych od angiotensyny II (Ang II) posrednicza
receptory AT 1 ATz, ktére sg zbudowane z siedmiu transbtonowych glikoprotein.
Receptory AT: sa w przewazajacej mierze sprzezone z biatkiem G (q / 11) 1
uruchamiajg kaskady sygnalowe poprzez fosfolipazy A, C, D, fosforan inozytolu,
kanaty wapniowe, kinazy serynowo-treoninowe i kinazy tyrozynowe. Wiele odpowiedzi
stymulacyjnych wywotanych w wyniku pobudzenia AT; jest mediowanych przez
aktywacje receptoréw czynnikow wzrostu. Okreslono miejsca wigzania receptora dla
ligandow agonistycznych 1 niepeptydowych antagonistycznych. Te ostatnie zwigzki sg
tak samo skuteczne w terapii chordéb sercowo-naczyniowych jak inhibitory enzymu
konwertujacego angiotensyng, ale sa lepiej tolerowane. Podczas rozwoju ptodowego
receptory AT> s3 intensywnie ekspresjonowane i ich gesto$¢ jest bardzo wysoka.
Receptor AT> wystepuje w znacznie mniejszej gestosci w tkankach osobnikow
dorostych, ale jego ekspresja ulega podwyzszeniu w stanach patologicznych. Gléwne

elementy na przebiegu szlakéw sygnatowych dla AT: to kinazy serynowo-treoninowe,
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fosfatazy tyrozynowe, fosfolipaza As, tlenek azotu i cykliczny monofosforan guanozyny
[26], [27].

Pobudzenie poszczegdlnych typow receptorow angiotensynowych zalezy przede
wszystkim od st¢zenia biologicznie aktywnych angiotensyn. Znaczenie majg rowniez
liczba i powinowactwo specyficznych dla nich receptordow, a takze czynniki zewngtrzne
takie jak zmiany w $rodowisku zewnatrzkomérkowym i rownoczesne dziatanie innych
zwiazkow, ktore mogg konkurowaé lub wspomagaé aktywacje tych samych szlakow
przekaznictwa wewnatrzkomorkowego. Peptydy angiotensynowe majg zdolno$¢ do
regulacji ekspresji swoich wilasnych receptorow, a takze do stymulacji wydzielania
waznych hormonow i cytokin, ktore dodatkowo moga potggowac lub ostabia¢ dziatanie

Ang II[15].
Receptor AT1

Receptor AT (ATiR) wystepuje w wielu narzadach, a kodujacy go gen znajduje
si¢ na chromosomie 3 w regionie q21-q25. Biatko receptorowe oraz gen kodujacy
receptor AT wystepuja w komodrkach srddblonka, miocytach i fibroblastach $cian
naczyn krwiono$nych, w kardiomiocytach i fibroblastach serca, w nerkach (podocytach,
komorkach mezangialnych, fibroblastach komdrek $cian kanalikow nerkowych 1 naczyn
tetniczych), w nabtonku oddechowym ptuc, w neuronach i komorkach glejowych
moézgu, w przewodzie pokarmowym, watrobie, przysadce, nadnerczach, jajnikach,
jadrach a takze w ukladzie autonomicznym (zwlaszcza w cze¢s$ci wspotczulnej; m.in. w
cialach komoérkowych neuronow przedzwojowych 1 pozazwojowych oraz w neuronach
przedwspotczulnych np. jadra przykomorowego, w jadrze szlaku pasma samotnego,
obszarach noradrenergicznych AS i A6) [28]. Obecnos¢ ATIR wykazano rowniez we
wszystkich narzadach  okotokomorowych pozbawionych bariery krew-moézg
(szczegblnie w narzadzie okotosklepieniowym, w narzadzie naczyniowym blaszki
krancowej i w polu najdalszym).

Wiele czynnikéw ogolnoustrojowych i lokalnych ma wplyw na regulacje
ekspresji genu i bialka receptora ATi. Aktywno$¢ tych czynnikéw w rdznych rodzajach
komorek moze si¢ zmienia¢ w zalezno$ci od stanu czynnosciowego samej komorki,
prowadzac do zmian w regulacji liczby 1 funkcji receptorow AT (szczegdlnie w
stanach patologicznych). Synteza i powinowactwo tych receptoréw moze ulegac

zmianie takze pod wplywem zwiagzkow egzogennych (np. lekéw).
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Pobudzenie receptorow AT w wyniku dziatania Ang II lub angiotensyny III,
uruchamia w komorce tzw. reakcje szybkie (trwajace kilkanascie minut), a takze
dtugotrwate zwigzane z chronicznie zwigkszong stymulacja receptorow AT 1
zwiekszong transkrypcja gendéw. Przytaczenie Ang I1 do receptora stymuluje fosfolipaze
C, ktora przeksztatca w procesie hydrolizy fosfolipidy potaczone z blong komérkowa
prowadzac do uwolnienia trifosforanu inozytolu (IP3) i diacyloglicerolu (DAG). IP3
dziatajac na swoje receptory zlokalizowane w siateczce sarkoplazmatycznej lub
srodplazmatycznej poprzez uwolnienie z nich jonéw wapnia zapoczatkowuje procesy
skurczu a takze zwicksza aktywno$¢ innych Dbialek regulujacych procesy
wewnatrzkomoérkowe. DAG aktywuje kinaz¢ biatkowa C i otwiera kanaty jonowe dla
jonow Na i H' przyczyniajac si¢ w ten sposob do wzrostu pH cytoplazmy [29].

Angiotensyna II odgrywa takze role w regulacji pobudliwosci migsni gladkich,
neuronow i innych komoérek poprzez wptyw na przewodno$¢ kanatow dla jondw potasu
i chloru oraz nieselektywnych kanaléw dla kationow. Zamknigcie kanaléw potasowych
zaleznych od potencjatu (Ia, w sercu Iy), kanatéw regulowanych przez jony Ca?" (Kca) i
przez ATP (Katp) nast¢gpuje w wyniku pobudzenia receptorow ATi. W wyniku
zamknigcia kanatow potasowych potencjal btonowy komorek w spoczynku przyjmuje
warto$ci mniej ujemne, a repolaryzacja po pobudzeniu przebiega wolniej [30].

Zwigkszone stezenie jondéw wapnia w komorce w konsekwencji prowadzi takze
do aktywacji enzyméw odpowiedzialnych za synteze eikozanoidow i tlenku azotu. W
komorkach uktadu krazenia i nerek Ang II zwigksza aktywnos¢ fosfolipazy Ao, ktora
hydrolizuje fosfatydylocholing i fosfoetanoloaming do fosfolipidow i wolnych kwasow
thuszczowych. W wyniku tych reakcji zwigksza si¢ stezenie kwasu arachidonowego
oraz jego metabolitow o dzialaniu naczyniorozszerzajagcym (PGI2) i
naczyniozwezajacym  (TXA2, PGH2). Proporcja pomigdzy eikozanoidami
naczyniorozszerzajacymi i naczyniozwezajacymi zalezy od czynnikow regulujacych
aktywno$¢ cyklooksygenaz i syntazy tromboksanu. W wyniku podwyzszonego st¢zenia
jondéw wapnia w cytoplazmie aktywowana jest takze srodbtonkowa syntaza tlenku azotu
(NOS3, eNOS) prowadzaca do wytwarzania naczyniorozszerzajacego tlenku azotu.
Wzmozone wytwarzanie w §cianie naczyn PGI2 i NO w wyniku aktywacji ATIR,
ogranicza czg¢§ciowo naczyniozwe¢zajacy wplyw stymulacji tych receptordw przez Ang
I, nie znoszac go catkowicie. Wyjatkiem sg naczynia rdzenia nerek, w ktorych
naczyniozwezajace dzialanie Ang Il ujawnia si¢ dopiero po zablokowaniu syntazy

tlenku azotu [31], [32].
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Receptor ATz

Zakres wiedzy o mechanizmach pobudzania 1 regulacji receptorow ATz (AT2R)
jest znacznie mniejszy niz w przypadku ATiR. Gen dla receptora AT, znajduje si¢ na
chromosomie X. W regionie promotora genu dla receptora AT, wystepuje szereg
elementow regulacyjnych w konfiguracji cis, ktore posredniczag w regulacji ekspres;ji
genu dla receptora AT przez hormony i cytokiny. Transkrypcja genu dla AT, prowadzi
do syntezy bialtka zbudowanego z 363 aminokwasow nalezgcego do grupy
siedmiodomenowych receptorow btony komorkowej [27].

AT>R zlokalizowano w sercu (na btonach kardiomiocytow i fibroblastow),
scianie wigkszosci naczyn uktadu krazenia, a takze w mozgu (m.in. w podwzgorzu,
przegrodzie, jadrach podstawy 1 sSrodmdzgowia, w rdzeniu przedtuzonym), nadnerczach
1 wysepkach trzustki. W nerkach AT2R wystepuja w §rodblonku naczyn nerkowych, na
pograniczu strefy zewnetrznej i wewngtrznej rdzenia nerek, w S$cianie kanalikow
proksymalnych i w torebce nerkowej [33], [34]; odgrywaja one istotng rolg w procesach
zapalnych nerki [35].

Pobudzenie receptorow AT, w ukladzie krazenia prowadzi do syntezy
bradykininy, prostaglandyny 12, NO, a takze do zahamowania aktywnos$ci kinaz ERK
(ang. extracellular signal-regulated kinase) 1 MAP (ang. mitogen—activated protein
kinase). Pobudzenie receptorow AT, wywotuje zmniejszenie aktywno$ci kanalow
wapniowych T 1 otwarcie kanatéw potasowych poprzez cykliczny monofosforan
guanozyny (cGMP), ktérego wytworzenie stymulowane jest przez NO. Prowadzi to do
zmniejszenia pobudliwosci komorek uktadu sercowo-naczyniowego chronigc go przed
negatywnymi skutkami dziatania cytokin i aldosteronu [36], [37].

Efekt hipotensyjny wywierany przez dziatanie Ang II na uktad krazenia za
posrednictwem receptorow AT> jest zdominowany przez znacznie silniejsze dziatanie
presyjne za posrednictwem receptorow ATi. W prawidlowych warunkach
fizjologicznych istnieje rOwnowaga pomigdzy syntezg receptoréw ATi 1 AT oraz ich
pobudzaniem przez angiotensyn¢ II. W stanach patologicznych obserwuje si¢
zaklocenie owej rownowagi w wyniku dziatania samej Ang II lub tez innych

sktadowych uktadu RAAS.

Receptor AT> przeciwdziata reakcjom zainicjowanym przez receptory ATi i
czynniki wzrostu; hamuje mechanizmy zakrzepowe oraz zapalne w $rodbtonku,

zwigksza wytwarzanie tlenku azotu 1 prostaglandyn rozszerzajagcych naczynia
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krwiono$ne Przyczynia si¢ do regulacji ci$nienia krwi tg¢tniczej oraz czynnosci nerek

[38], [39].

1.1.4. Leczenie nadciSnienia tetniczego

Przy wyborze lekow hipotensyjnych uwzglednia si¢ m.in. czynniki
konstytucyjne takie jak: wiek, pte¢, rasa czy masa ciala; ale przede wszystkim obecnos¢
czynnikow ryzyka sercowo-naczyniowego, uszkodzen narzagdowych, obecnosc
powiktan sercowo-naczyniowych 1 nerkowych, a takze istnienie innych chorob
wspottowarzyszacych.

W przypadku nadci$nienia tetniczego, u chorych z lagodnym przebiegiem
choroby leczenie rozpoczyna si¢ od monoterapii tj. zastosowania jednego z lekéw tzw.
pierwszego rzutu. Nalezg do nich: diuretyki, leki blokujace receptory beta-
adrenergiczne, blokery kanalu wapniowego, inhibitory enzymu konwertujacego
angiotensyne (ang. angiotensin-converting enzyme inhibitors — ACEi) oraz leki
blokujace receptor AT tj. antagonisci receptorow angiotensyny Il (ang. angiotensin I1
receptor blockers — ARB), zwane potocznie sartanami [2].

Diuretyki naleza do grupy lekéw zapobiegajacych powstawaniu dodatniego
bilansu sodu i wody w organizmie. Mechanizm ich dziatania polega na zahamowaniu
reabsorpcji sodu w kanalikach nerkowych. Problemem przy stosowaniu szeregu
diuretykéw jest zwickszenie wydalania potasu. Skionito to do poszukiwan diuretykow
tzw. oszczedzajacych potas, ktore dziataja w koncowym odcinku nefronu, poprzez
blokowanie receptorow mineralokortykosteroidowych lub bezposrednie hamowanie
kanatéw sodowych (ENaC). Wchtanianie zwrotne sodu w tym odcinku nefronu zalezne
jest od réwnoleglego wydalania potasu przez kanaty ROMK powodujac zmniejszenie
utraty potasu z moczem.

Leczenie diuretykami prowadzi do obnizZenia ci$nienia te¢tniczego krwi poprzez
zmniejszenie objetosci krwi krazacej (wolemii) oraz objetosci wyrzutowej serca,
pomimo jednoczesnej aktywacji wspoétczulnego uktadu nerwowego, uktadu renina-
angiotensyna oraz zwigkszonego wydzielania innych substancji naczyniokurczacych
(np. endoteliny 1). Sg to efekty towarzyszace pierwszej fazie leczenia. W dlugotrwatym
leczeniu diuretykami wolemia stopniowo zwigksza si¢ 1 nastgpuje normalizacja
objetosci wyrzutowej serca. Dochodzi takze do zmniejszenia wrazliwosci komorek
migéniowych $ciany naczyn na substancje naczyniokurczace (np. katecholaminy,

endoteling 1 czy angiotensyne II). W wyniku dziatania diuretykow dochodzi takze do
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uwalniania prostaglandyn o dziataniu naczyniorozszerzajacym prowadzacych do
obnizenia ci$nienia krwi tetniczej.

Kolejng grupe stanowig leki blokujace receptory uktadu adrenergicznego,
gléwnie typu beta (beta-adrenolityki). Dzielg si¢ one ze wzgledu na wybidrczosé
powinowactwa do receptoroOw beta-1 1 wewnetrzng aktywnos$¢ sympatykomimetyczng.
Leki nalezace do beta-adrenolitykow to tzw. leki wielofunkcyjne (hybrydowe), ktore
facza wilasciwosci blokowania receptoréw beta z dziataniem rozszerzajagcym na
naczynia krwiono$ne. Leki te zmniejszaja takze wydzielanie reniny, a w konsekwencji
syntez¢ angiotensyny II. Beta-adrenolityki cechuje podobny do innych lekéw
przeciwnadci$nieniowych obraz powiklan w postaci incydentdow sercowo-
naczyniowych, obserwuje si¢ rowniez niekorzystne efekty metaboliczne (dislipidemi¢
oraz pogorszenie tolerancji glukozy), a takze nasilenie odczuwania objawoOw
hipoglikemii u chorych na cukrzyce.

Leki blokujace receptory a-adrenergiczne dzielg si¢ na: nieselektywne i
selektywne. Leki te wywotujg efekt hipotensyjny poprzez blokowanie
postsynaptycznych receptorow ai-adrenergicznych. Preparaty r6znig si¢ selektywnoscia
wobec receptorow oai- 1 o2- adrenergicznych, co ma znaczenie dla efektow
hemodynamicznych oraz czgstosci wystegpowania dziatan niepozadanych, gtownie
hipoksji. Leki dziatajace na receptory ai blokuja je wybidrczo w $cianie naczyn
krwionos$nych; naczynia rozszerzajg si¢ co prowadzi do zmniejszenia oporu
obwodowego. Jednoczesnie zahamowaniu ulegaja receptory presynaptyczne oo
zlokalizowane na zakonczeniach nerwowych, co jednak nie uposledza zwrotnego
uwalniania noradrenaliny w obregbie zakonczen nerwowych. Dzigki takiemu dziataniu
nie dochodzi do zwigkszenia czestotliwosci pracy serca. Leki te na ogét sg dobrze
tolerowane a czesto$¢ wystepowania dziatan niepozadanych zalezy od selektywnosci
wobec postsynaptycznych receptorow a; zlokalizowanych w $cianie naczyn
krwiono$nych.

Blokery kanalu wapniowego naleza do kolejnej grupy lekow w terapii
nadci$nienia tetniczego. Wyrdznia si¢ 3 podgrupy tych lekéw: pochodne
fenyloalkiloaminy, pochodne benzotiazepiny i pochodne dihydropirydyny. Mechanizm
ich dziatania polega na zablokowaniu kanatow wapniowych typu L (ang. long-lasting)
w btonie komorkowej, w wyniku czego dochodzi do zmniejszenia naptywu wapnia do

komorki a w konsekwencji do zmniejszenia napigcia migsni  gladkich $ciany
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naczyniowej czego wynikiem jest rozszerzenie naczyn, spadek oporu obwodowego i
obnizenie ci$nienia te¢tniczego krwi.

Koleja grupa lekow stosowang w leczeniu nadci$nienia tetniczego sg leki
hamujace uklad renina-angiotensyna. Nalezag do niej tzw. inhibitory konwertazy
angiotensyny (ACEi), ktorych dziatanie polega przede wszystkim na blokowaniu
powstawania Ang II. ACEi posiadaja grupe czynno$ciowa (karboksylowa,
sulfthydrylowg lub fosforylowg), ktéra wigze cynk w miejscu aktywnym ACE w wyniku
czego dochodzi do zablokowania przeksztatcenia angiotensyny I do angiotensyny II.
Wiele lekow nalezacych do tej grupy wystepuje w formie prolekow, z ktorych powstaja
w ustroju aktywne metabolity. W ich dzialaniu uwzglednia si¢ wspotzaleznos¢ kilku
mechanizmow. Poza obnizeniem st¢zenia angiotensyny II, wykazujag one réwniez
wplyw na inne wspotistniejgce mechanizmy np. zahamowanie degradacji bradykininy.
Dzigki wzrostowi poziomu bradykininy nastgpuje wzrost stg¢zenia tlenku azotu oraz
prostacykliny, obniza si¢ stezenie fibrynogenu oraz wzrasta aktywnos$¢
antyagregacyjna. Kolejnym istotnym mechanizmem dziatania inhibitorow konwertazy
angiotensyny jest zmniejszenie wydzielania aldosteronu oraz przeciwdzialanie efektom
pobudzenia uktadu wspodtczulnego. Dzigki wielokierunkowym wplywom na procesy
patofizjologiczne inhibitory konwertazy angiotensyny, obok dziatania hipotensyjnego,
wywierajg takze korzystny wplyw na serce, nerki oraz $rodbtonek naczyn
krwionosnych.

Wiadomo, ze jednym z powiklan narzadowych w nadci$nieniu tetniczym moze
by¢ przerost lewej komory serca, co kilkukrotnie zwigeksza ryzyko zawalu serca oraz
naglego zgonu sercowego. Dlatego waznym celem terapii nadci$nienia te¢tniczego
powinno by¢ nie tylko obnizanie ci$nienia tetniczego krwi, ale rowniez zapobieganie
wystapieniu przerostu lewej komory serca.

Inhibitory enzymu konwertujacego, a takze antagonisci receptora angiotensyny
I (ARB) obnizaja cis$nienie tetnicze krwi glownie poprzez zmniejszenie oporu
naczyniowego w wyniku mniejszej dostepnosci biologicznej naczyniokurczacej
angiotensyny II. Leki nalezace do grupy ARB blokuja potaczenie angiotensyny II z jej
receptorem typu 1 (ATi). Hamujacy wptyw ARB na interakcje angiotensyna II - AT
jest znaczaco wigkszy niz wptyw ACEi, poniewaz Ang Il moze powstawac réwniez
poprzez szlaki alternatywne np. z udziatem chymazy. Zablokowanie receptorow AT
przeciwdziata efektom biologicznym Ang II, ktoére obejmujagcym przede wszystkim

skurcz naczyn, wydzielanie aldosteronu przez nadnercza, stymulacj¢ transportu
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kanalikowego sodu w nefronach, dziatanie prozapalne i pobudzajace procesy przerostu i
wloknienia, ale jednocze$nie podwyzsza stg¢zenie Ang II. Jej nadmiar powoduje
zmniejszenie ekspresji receptora ATi co sprzyja jej wigzaniu z receptorem AT> i
stymulacji szeregu pozytywnych efektow zaleznych od tychze receptorow [40], [41].
Aktywacja receptorow AT> prowadzi do obnizenia ci$nienia krwi tetniczej w wyniku
uwalniania tlenku azotu, hamowania procesOw wzrostu i roéznicowania komorek.
Pobudzenie receptorow AT, moze wywolywaé niekorzystne zjawiska jak np.
pobudzenie procesoOw zapalnych czy stymulacja procesow apoptozy (glownie w wyniku
hamowania kinazy MAP) [36], [37].

Stosunkowo nowa podgrupa lekéw hamujacych uklad renina—angiotensyna sa
leki hamujace aktywno$¢ reniny. Mechanizm ich dziatania polega na blokowaniu
aktywnego miejsca reniny co uniemozliwia powstanie angiotensyny I z
angiotensynogenu. Dochodzi do obniZenia st¢zenia angiotensyny I i II, prowadzace do
zniesienia fizjologicznego zahamowania uwalniania proreniny i reniny z komorek
aparatu przyktebuszkowego. Przylaczanie si¢ proreniny do wilasnych receptorow
zlokalizowanych w roznych tkankach moze nasila¢ procesy wildknienia. Pierwsze
inhibitory reniny skutecznie hamowaty jej aktywno$¢ oraz zmniejszaly ci$nienie
tetnicze krwi [42]-[45]. Prowadzone badania nad mozliwo$ciami zablokowania reniny
polegaty na stosowaniu swoistych przeciwciat skierowanych przeciwko reninie, ktore
byly skuteczne w zwigkszaniu przeptywu nerkowego [46]. Wprowadzonymi do badan
nowymi zwigzkami nalezacymi do inhibitoréw reniny byty: enalkiren, remikiren,
terlakiren i1 zankiren. Kazdy z nich wywolywat obnizenie ci$nienia krwi tetniczej,
natomiast enalkiren i remikiren charakteryzowaty si¢ niska biodost¢pnoscia [47].
Wyzsza biodostepnoscig charakteryzowaty sie¢ tarlakiren i zankiren, jednak badania nad
ta grupg lekow zawieszono w polowie lat 90 [48]. Kilka lat pdzniej powrdcono do
badan nad inhibitorami reniny z aliskirenem jako przedstawicielem lekow nowej
generacji. Mechanizm jego dziatania jest podobny do opisanego powyzej, ale co wazne
aliskiren nie wptywa na receptory proreniny. W przytoczonych badaniach nad
aliskirenem wykazano podobny efekt hipotensyjny aliskirenu do efektu uzyskanego w
terapii walsartanem czy losartanem (antagonisci receptora angiotensyny II ATi) [43],
[49], [50], a zastosowanie tych lekow w terapii taczonej (skojarzonej) pozwolilo na
uzyskanie silniejszego efektu hipotensyjnego. Przeprowadzono rowniez badania majace
na celu ocen¢ wptywu aliskirenu na rozwoj i/lub regresj¢ powiklan narzagdowych a

takze czgsto$¢ zdarzen sercowo-naczyniowych. Badania wykazaty, ze aliskiren i
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losartan w podobnym stopniu zmniejszaly przerost lewej komory serca [51]. W innych
badaniach wykazano wiasciwosci nefroprotekcyjne aliskirenu [52]. Inhibitory reniny w
klinice stanowig nowa mozliwos¢ leczenia nadci$nienia te¢tniczego. Przeprowadzono
szereg badan z zastosowaniem podwdjnej blokady tj. RAAS za pomoca ACEi i
aliskirenu (grupa 837 chorych z nadci$nieniem tetniczym krwi). Uzyskane wyniki
wskazuja na wigksza skuteczno§¢ w leczeniu nadcisnienia t¢tniczego w tego rodzaju
terapii, gdzie jednoczes$nie zablokowano PRA (aktywno$¢ reninowa osocza), ktorej
wzrost jest typowy przy zastosowaniu ACEi, oraz znacznego zwigkszenia PRC

(stgzenia reniny w osoczu) [43].

1.1.5. Peptydy z nasion rzepaku jako inhibitory konwersji angiotensyny I.

W ramach projektu podjeto probe oceny hipotensyjnego dziatania substancji
blokujacych powstawanie Ang Il na drodze niezaleznej od ACE (blokowanie chymazy),
a takze probe okreslenia mechanizmu dziatania nowych substancji syntetycznych,
pochodnych peptydow z nasion rzepaku, wykazujacych stabg aktywnos$¢ blokujaca
wobec ACE 1 podejrzewanych o aktywno$¢ hamujaca wobec chymazy. W zatozeniach
projektu mialy to by¢ fragmenty pochodzace z bialek zapasowych nasienia: napiny i
krucyferyny. W badaniach wstgpnych wykazano, ze wytypowane peptydy (RIY:
Arginina-Izoleucyna-Tyrozyna; VWIS: Walina-Tryptofan-Izoleucyna-Seryna)
skutecznie  obnizaty cisnienie krwi tetniczej u  szczurOw  spontanicznie
nadci$nieniowych (SHR), pomimo tego, ze peptydy te charakteryzowaly si¢ znacznie
nizszag aktywnoscia wobec ACE niz znane inhibitory tego enzymu [53].
Eksperymentalnie potwierdzono zdolno$¢ wspomnianych peptydow do blokowania
enzymu konwertujgcego; badanie ich dziatania opieralo si¢ na pomiarze ICso [uM]
przed i po inkubacji peptydow RIY 1 VWIS z ACE (RIY: przed: 28 uM, po: 20 uM;
VWIS przed: 30 uM, po: 5 uM; odpowiednio) lub tez aktywne stawaty si¢ ich mniejsze
fragmenty, dopiero po przeksztalceniu wyjsciowego peptydu w uktadzie pokarmowym
(tzw. ,,prodrugs”) [53], [54]. Wspomniane peptydy wykazywaty wiekszg skutecznos$¢
obnizania cis$nienia krwi tetniczej (hipotensyjng) u szczurow dorostych (starych,
bedacych w ustalonej fazie nadci$nienia), u ktoérych inhibitory ACE sa zdecydowanie
mniej efektywne. Informacje te staly si¢ przestanka do podjecia badan nad rola
peptydow w obnizaniu cisnienia krwi tgtniczej poprzez hamowanie powstawania Ang
I, a takze nad poszukiwaniem dodatkowych poza ACE miejsc uchwytu dla tego

hamowania.
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Poniewaz opisane przez Marczak 1 wsp. [53] efekty hipotensyjne po
jednorazowym dozotadkowym podaniu peptydoéw byly nieproporcjonalnie duze, przy
ich bardzo stabym dziataniu anty-ACE, postawili§my hipoteze, ze peptydy te moga
blokowa¢ powstawanie Ang II niezaleznie od ACE. Jako miejsce docelowe
wytypowano enzymy konwertujace Ang I w tkankach tj. chymazy. W celu weryfikacji
powyzszego zalozenia wykonano badanie w uktadzie in vitro dla ustalenia czy peptydy
te wykazuja aktywno$¢ hamujaca w stosunku do chymazy. Badanie to pozwolito
roOwniez na wybranie dwoch najbardziej skutecznych peptydow w odniesieniu do

blokowania chymazy, sposrdéd kilku o potencjalnie hamujacej aktywnosci.

1.1.6. Biomarkery w chorobie nadciSnieniowej

Wiadomo, ze nadci$nienie te¢tnicze moze by¢ zwigzane z wystgpowaniem
lokalnych stanéw zapalnych (w tym stanu zapalnego S$rddblonka), rozpoczgciem
przebudowy struktur oraz obecnos$cig lokalnych stanow hipoksyjnych. Procesy te moga
powodowac zmiany w obrazie morfologicznym tkanek i funkcjonowaniu narzadéw 1 w
konsekwencji prowadzi¢ do zmian w lokalizacji, ekspresji oraz aktywno$ci wielu
zwiazkoéw przeciwdziatajacych powstawaniu stanu zapalnego (PGE> —prostaglandin E>,
NOS, MMP9 — matrix metalloproteinase 9), przebudowie struktur szczegdlne macierzy
zewnatrzkomorkowej  (integryny, czynniki wzrostu) oraz rozwojowi hipoksji
(MMP1,2,9, VEGF - vascular endothelial growth factor, TGFa,p — transfoming growth
factor o,f). Wymienione powyzej czynniki maja wptyw na obraz i przebieg zmian
zachodzacych w strukturze naczyn krwionos$nych, nefronow a takze w $rédmigzszu
nerki. Zmiany te moga przektadac si¢ na funkcje wielu narzadow.

Liczne badania do§wiadczalne prowadzone na modelach zwierzgcych wskazuja
takze na zwigzek pomigdzy stresem oksydacyjnym, a nadci$nieniem t¢tniczym.
Reaktywne formy tlenu, w tym gléwnie anionorodnik ponadtlenkowy przyczyniaja si¢
do dysfunkcji §rédblonka (wywolujac m.in. zaburzong relaksacje naczynia) 1 odgrywaja
istotng role w patogenezie chordb uktadu krazenia. Gléwnymi zrédtami anionu
ponadtlenkowego w $cianie naczyn krwiono$nych sa: oksydaza NADPH (ktorej silnym
aktywatorem jest Ang II), oksydaza ksantynowa, syntaza tlenku azotu 1
cyklooksygenaza. Zachwianie rownowagi miedzy stezeniem czynnikow utleniajgcych, a
uktadem antyoksydacyjnym prowadzi do uszkodzenia $rodbtonka co sprzyja rozwojowi

nadci$nienia tetniczego. Dodatkowo wolne rodniki tlenowe zwigkszaja ekspresje
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receptora dla angiotensyny II (ATiR), powodujac skurcz naczyn, a oddziatujac na nerki,
przyczyniaja si¢ do retencji sodu i wody w konsekwencji prowadzac do wzrostu
ci$nienia krwi tetniczej. Dodatkowo reaktywne formy tlenu wptywaja na pobudzenie
procesOw zapalnych (pobudzenie wydzielania cytokin prozapalnych np. interleukiny-2,
-4, -5, -10, TNFa,B — ang. tumor necrosis factor) w organizmie [55].

Mimo wieloletnich poszukiwan w dalszym ciggu brakuje dobrych biomarkerow,
ktore moglyby pomoc w rozpoznaniu wczesnego stadium rozwoju nadci$nienia i
uszkodzenia narzadéw. Te odnoszace si¢ do uszkodzenia nerek jak np. albumina,
kreatynina, tempo filtracji klebuszkowej, najczesciej osiagaja juz warto$ci wykraczajace
poza norm¢ w przypadku powaznego uszkodzenia lub/i uposledzenia pracy narzadow.
W Kklinice istnieje potrzeba poszukiwania biomarkerow, ktére moglyby wskazywac

wczesniejsze stadium choroby.

36



1.1.7. Zwierzecy model nadcisnienia

W ostatnich latach zwrécono uwage na znaczenie czynnika genetycznego w
patogenezie klinicznego nadcisnienia tetniczego [56], [57]. Jednym z najwazniejszych
modeli doswiadczalnych prezentujacych genetycznie uwarunkowane nadci$nienie
tetnicze sa  szczury SHR (ang. spontaneously hypertensive rat; spontanicznie
rozwijajace nadcisnienie).

Szczury tego szczepu charakteryzuje wrodzona niska liczba nefrondéw, co ma
posredni wptyw na rozwdj nadci$nienia. Badania sugeruja, ze niska liczba nefronow
prawdopodobnie wywoluje nadci$nienie, poniewaz prowadzi do rozwoju choroby
mikronaczyniowe]j nerek 1 rozwoju stanu zapalnego. Niska liczba nefrondéw jest wiec
czynnikiem ryzyka, ktory przyspiesza uruchomienie mechanizméw lezacych u podstaw
nadcis$nienia (choroba mikronaczyniowa nerek), a nie jest przyczyng sama w sobie.
Przebieg zmian narzadowych oraz zmiany aktywnosci uktadow zaangazowanych w
regulacje ci$nienia krwi tgtniczej u szczurow SHR jest podobny do tych wystepujacych
w nadci$nieniu pierwotnym u ludzi [58], [59].

Dane z literaturowe wskazuja takze na podwyzszong wewnatrznerkowa
produkcje angiotensynogenu, co przyczynia si¢ do podwyzszonego poziomu Ang II
prowadzac do rozwoju nadcisnienia i uszkodzenia nerek u tych zwierzat [60].

Szczury szczepu SHR wyhodowano na Uniwersytecie w Kyoto (Kyoto School
of Medicine) w Japonii juz w 1963 roku wybierajac niekrewniacze szczury Wistar
Kyoto (WKY) charakteryzujace si¢ podwyzszonym ci$nieniem krwi [61], [62]. W
wyniku krzyZzowania juz w trzecim pokoleniu uzyskano blisko 100% pewnosé
wystgpienia nadci$nienia u potomstwa [61]. Przecigtna dtugos¢ zycia szczuréw SHR
wynosi od 1 do 2 lat, natomiast szczury WKY zyja ok. 2,5 do 3 lat [63].

Rozwdj nadci$nienia t¢tniczego u SHR nastgpuje w sposdb spontaniczny
pomigdzy 7 a 15 tygodniem ich zycia [63], [64]. Inne zrédta literaturowe wskazujg, ze
rozwo0j nadci$nienia rozpoczyna si¢ ok 5-6 tygodnia zycia a skurczowe ci$nienie krwi
tetniczej w fazie ustalonego nadcis$nienia osigga wartosci w zakresie 180-200 mmHg w
fazie ustalonego nadci$nienia. W nadci$nieniu takim obserwuje si¢ przerost i
niewydolnos$¢ migsnia sercowego, a takze zaburzenie czynnos$ci nerek [65].

W tym genetycznym modelu nadci$nienia zaobserwowano migdzy innymi
zwigkszong czesto$¢ skurczoOw serca, wyrazne ostabienie odruchéw z baroreceptoréw i

zaburzenie osrodkowej regulacji ci$nienia tetniczego. Stwierdzono réwniez zwickszenie
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liczby receptorow AT oraz wzrost stezenia peptydow opioidowych, natomiast liczba
receptorow dla ANP ulega zmniejszeniu [65]. Zaobserwowano takze zmniejszenie
zawartosci wazopresyny w mozgu z jednoczesnym podwyzszeniem tempa obrotu
noradrenaliny w osrodkowym uktadzie nerwowym.

Rozwdj choroby nadci$nieniowej u szczurdw szczepu SHR zwigzany jest z
uszkodzeniem nerek. Szczury tego szczepu, jak juz wspomniano, maja mniej
ktebuszkéw nerkowych w porownaniu do szczuréw WKY, co skutkuje zmniejszeniem
zdolnosci filtracyjnej nerek [66]. Potwierdza to poglad o istotnej roli nerek w

patogenezie nadci$nienia tetniczego u szczurow SHR [67].

Szczury SHR s3 jednym z najczgsciej wykorzystywanych modeli
do$wiadczalnych do badan hipertrofii oraz niewydolnosci serca, a takze charakteryzuja

si¢ one wysokg aktywnoscig uktadu RAAS [68], [69].

Autorzy jednej z prac wykazali wigksza ekspresje receptora AT; u dorostych
szczurow SHR w poréwnaniu do szczuréw kontrolnych (WKY) wskazujac na jego role

w rozwoju nadcisnienia te¢tniczego krwi u tych zwierzat [70].
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Cel badan

W szerokim kontek$cie, badania miaty na celu sprawdzenie czy blokowanie
lokalnie/tkankowo powstajacej Ang II obnizy ci$nienie krwi tetniczej, a takze poprawi
funkcj¢ narzadow. Zaktadajac poprawnos¢ hipotezy, ze peptydy pochodzace z nasion
rzepaku posiadajg nie tylko staby efekt hamujacy wobec ACE, ale takze blokuja
chymaze, sugerujemy, ze te tatwe do pozyskania substancje moga by¢ skuteczne w
terapii 1 prewencji nadci$nienia. Ponadto stawiamy hipotezg, ze skuteczniejszg terapia w
leczeniu  nadci$nienia  moze by¢ zastosowanie podwdjne;j blokady
osoczowego/systemowego 1 tkankowego/lokalnego RAAS, niz obecnie stosowana
terapia nadci$nienia opierajaca si¢ na blokowaniu osoczowego RAAS.

W Scislym ujeciu, celem naukowym realizowanego projektu bylo zbadanie czy
chroniczne/przewlekle zablokowanie chymazy, za pomocg chymostatyny a takze
peptydow pochodzacych z nasion rzepaku, doprowadzi do obnizZenia ci$nienia
tetniczego krwi u szczurow bedacych w fazie utrwalonego nadcisnienia lub/i
zapobiegnie rozwojowi nadciSnienia u osobnikow mlodych z genetycznie
uwarunkowanym nadciSnieniem (SHR).

Sformutowano nastgpujace cele szczegdtowe:

1. Zbadanie wptywu przewleklego (14 dni) podawania inhibitoréw niezaleznych
od ACE szlakow konwersji Ang I: komercyjnie dostgpnej chymostatyny (inhibitora
chymazy) oraz syntetycznych, potencjalnie antyhipertensyjnych, analogéw peptydow
pochodzacych z nasion rzepaku na ci$nienie tetnicze krwi, parametry czynnosciowe
nerki (hemodynamika nerki, filtracja klebuszkowa, tempo wydalania), morfologi¢ nerek
oraz st¢zenie Ang I w osoczu i wybranych narzadach (nerka, serce, aorta).

2. Proba znalezienia biomarkeréw, pozwalajgcych oceni¢ stan uszkodzenia
wybranych narzagdow oraz powigzac stopien nadci$nienia i dynamike przebiegu choroby
z ilo$cig lub obecnos$cig wybranych substancji w tatwo dostgpnych ptynach ustrojowych

takich jak osocze czy mocz.
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2. Materialy i metody

2.1. Pomiar aktywnosci chymazy — badanie in vitro.

W ramach realizowanego projektu we wspodtpracy z Pracownig Peptydow Wydziatu
Chemii Uniwersytetu Warszawskiego, wykonano badania w uktadzie in vitro zdolno$ci

do przeksztatcania Ang I przez wybrane peptydy.

Trawienie Ang I przez chymaze w obecnosci inhibitorow peptydowych

Chymaze (Sigma-Aldrich, 72 units/mg biatka; 259 pg/l ml, objetos¢ 187 pl)
rozpuszczono w buforze Tris*HCI (0,27 mM Tris*HCI, pH 7,88 oraz 150 mM NaCl)
do ostatecznego stezenia enzymu 1,379 pg/ml. Roztwér 1 mM angiotensyny I
(sekwencja peptydowa DRVYIHPFHL) przygotowano w buforze Tris*HCI (sktad jw).
Cztery roztwory inhibitorow peptydowych (RIY — Arginina-Izoleucyna-Tyrozyna,
VWIS — Walina-Tryptofan-Izoleucyna-Seryna, IY - Izoleucyna-Tyrozyna, VW -
Walina-Tryptofan) zostaly przygotowane poprzez rozpuszczenie odpowiedniego
peptydu w postaci soli z kwasem trifluorooctowym (TFA) w roztworze Ang I do
ostatecznego stezenia 5 mM (5-krotny nadmiar w stosunku do Ang I). 100 pl
przygotowanego wczesniej roztworu chymazy inkubowano w temperaturze 37+1°C
przez 15 min, a nastepnie dodawano 100 pl roztworu Ang I lub roztworu Ang I w
mieszaninie z inhibitorem peptydowym. Reakcja przeksztatcania Ang I do Ang II
(odcigcie dwoch C-terminalnych aminokwaséw) byla zatrzymywana po uplywie
odpowiedniego czasu (0, 10, 20, 30, 40, 60 lub 80 min) poprzez dodanie 10 pl kwasu
mrowkowego o stezeniu 98%. Po zatrzymaniu reakcji probki byly liofilizowane i
ponownie rozpuszczane w 0.5 ml metanolu (Sigma-Aldrich). Stezenie pozostatej w
roztworze Ang I bylo analizowane za pomocg systemu HPLC-MS (kolumna C-12,
gradient liniowy AB: 20-44 % B w 20 min; eluent A: 0,05% TFA/woda; eluent B:
0,05% TFA/acetonitryl).

Jezeli nie stwierdzono inaczej to wszystkie roztwory wykorzystane w tej czesci badan

zakupione zostaty w firmie Sigma-Aldrich.
Blokujaca aktywnos$¢ peptydow w stosunku do chymazy wyrazono poprzez

stezenie pozostatego substratu po reakcji (Ang I) w stosunku do czasu trwania reakcji.

Obliczen dokonano wedtug ponizszego wzoru:
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[Ang It = X min/Ang It = 0 min] x100%
gdzie:
Ang I; = x min 0Znacza pole powierzchni piku dla Ang I w odpowiednim czasie reakcji,
Ang I; = o min to pole powierzchni piku dla Ang I w zerowej minucie reakcji.
Na podstawie otrzymanych wynikéw obliczono czas poéitrwania Ang I w roztworze w

obecnosci lub bez inhibitoréw peptydowych.

2.2. Zwierzecy model nadci$nienia — nadciSnienie tetnicze o podlozu

genetycznym

Doswiadczenia przeprowadzono na samcach szczuré6w z  genetycznie
uwarunkowanym nadci$nieniem tetniczym (SHR)w dwoch fazach jego rozwoju.
Badano szczury 6-tygodniowe bgdace we wezesnej fazie rozwoju nadci$nienia (SHR-6)
1 szczury 16-tygodniowe bgdace w utrwalonej fazie nadci$nienia tetniczego (SHR-16).
Procedury doswiadczalne zostaty zaaprobowane przez IV Lokalng Komisj¢ Etyczng w
Warszawie (nr uchwat 30/2011, 10/2014, 11/2014, 86/2015, 483/2017).

Samce szczuréw, spontanicznie rozwijajacych nadci$nienie podzielono na dwie
grupy ze wzgledu na stadium rozwoju choroby: 6-tygodniowe (SHR-6) szczury we
wczesnej fazie rozwoju nadci$nienia oraz 16-tygodniowe (SHR-16) bedace w fazie
utrwalonego nadci$nienia. Badania przewlekle prowadzono na zwierzetach
czuwajacych, ktore otrzymywaty chymostatyng (CH) lub jej rozpuszczalnik (DMSO)
oraz peptydy, RIY lub VWIS, albo ich rozpuszczalnik (0,9% NaCl). Po zakonczeniu
obserwacji chronicznych, zwierz¢ta poddawane byly obserwacji w narkozie, po
zakonczeniu ktorych pobierano narzady do dalszej analizy.

Protokot badan i grupy doswiadczalne (Ryc. 2):
Szczury SHR bedace we wezesnej fazie rozwoju nadciSnienia (6-tygodniowe), n=49,
otrzymujace:

e dozylnie; objetosé¢ 0,5 ml:

SHR 6-CH i.v. — roztwor chymostatyny; 2 mg/kg

SHR 6-DMSO i.v. — roztwor 0,05% DMSO (Dimethyl sulfoxide)
SHR 6-S i.v. — 0,9% roztwor soli fizjologicznej

SHR 6-RIY i.v. — roztwor peptydu RIY; 7,5 mg/kg

SHR 6-VWIS i.v. — roztwor peptydu VWIS; 12,5 mg/kg
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e dozoladkowo; objetos¢ 0,5 ml:

SHR 6-S p.o.— 0,9% roztwor soli fizjologiczne;j

SHR 6-RIY p.o. —roztwor peptydu RIY; 7,5 mg/kg
SHR 6-VWIS p.o. — roztwér peptydu VWIS; 12,5 mg/kg

Szczury SHR bedace w ustalonej fazie nadcisnienia (16-tygodniowe), n=60,
otrzymujace:

e dozylnie; objetos¢ 1 ml:

SHR 16-CH i.v. — roztwor chymostatyny; 2 mg/kg

SHR 16-DMSO i.v. — roztwoér 0,05% DMSO (Dimethyl sulfoxide)

SHR 16-S i.v. — 0,9% roztwor soli fizjologiczne;j

SHR 16-RIY i.v. — roztwor peptydu RIY; 7,5 mg/kg

SHR 16-VWIS i.v. — roztwor peptydu VWIS; 12,5 mg/kg

e dozoladkowo; objetos¢ 1 ml:

SHR 16-S p.o. — 0,9% roztwor soli fizjologicznej

SHR 16-RIY p.o. — roztwor peptydu RIY; 7,5 mg/kg

SHR 16-VWIS p.o. — roztwor peptydu VWIS; 12,5 mg/kg

SHR 6/SHR 16

1T T T 1

chymostatyna DMSO 0.9% NaCl RIY VWIS
— J
dozylnie
- J
Y
dozoladkowo

Ryc. 2 Schemat badanych grup zwierzqt oraz podawanych substancji. SHR-6 — szczury
spontanicznie nadcisnieniowe we wczesnej fazie rozwoju nadcisnienia; SHR-16 —
szczury Spontanicznie nadcisnieniowe w ustalonej fazie nadcisnienia;, DMSO -
dimetylosulfotlenek;, RIY - Arginina-Izoleucyna-Tyrozyna; VWIS - Walina-Tryptofan-
Izoleucyna-Seryna.
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2.3. Doswiadczenia przewlekle
Przygotowanie chirurgiczne zwierzqt

Przed rozpoczeciem do$wiadczenia u zwierzat wykonywano konieczne zabiegi
chirurgiczne. W grupie szczurdw, u ktorych zaplanowano rejestracj¢ ci$nienia
tetniczego krwi wykorzystano inwazyjng metod¢ pomiaru za pomocg systemu
telemetrycznego firmy Data Science International (DSI, St. Paul, MN, USA). System
ten sktada si¢ z nastgpujacych elementow: (i) nadajnika umieszczonego w ciele
zwierzgcia, (ii) odbiornika umieszczonego w bezposrednim sgsiedztwie szczura, (iii)
macierzy zbierajacej dane z kilku odbiornikow oraz (iv) komputera wraz z
oprogramowaniem do rejestracji 1 analizy zgromadzonych danych (Dataquest ART
4.36).

Nadajniki telemetryczne dziataja na zasadzie bezprzewodowego analogowego
przesytu danych za pomoca fal radiowych o czestotliwosci 55 kHz. Kazdy nadajnik
zbudowany jest z kapsuty zawierajgcej bateri¢ 1 wysylajacej sygnat do odbiornika oraz z
kaniuli zakonczonej membrang czula na zmiany cisnienia. Kaniule zakonczong
membrang wszczepiano do aorty szczura po wprowadzeniu go w krdtkotrwale uspienie
barbituranowe (Pentobarbital sodu, pochodna kwasu barbiturowego, Biowet, Pulawy,
dawka 50 mg/kg, podana dootrzewnowo). Okolice ciala nacinane podczas zabiegu
chirurgicznego uprzednio golono i1 dezynfekowano (Octenisept, Schiilke & Mayr
GmbH, Norderstedt, Niemcy). Tak przygotowanego szczura umieszczano w jatlowym
polu operacyjnym. W celu wprowadzenia kaniuli do aorty wykonywano cigcie
srodkowe brzucha, wzdtuz ,,linii bialej” odstaniajac aorte. Nastepnie zaktadano na nig
dwa zaciski: jeden ponizej lewej tetnicy nerkowej, drugi powyzej rozgatezienia aorty na
tetnice biodrowe. Aorte nakluwano pomig¢dzy zaciskami i wprowadzano do jej $wiatta
koniec kaniuli nadajnika telemetrycznego, nastgpnie przyklejano do aorty klejem
tkankowym Histoacryl® (B. Braun, Rubi, Hiszpania). W kolejnym kroku zdejmowano
zaciski (zamknigcie przeplywu ograniczone byto do ok. 4 minut) a kapsute sondy
przyszywano do mig$ni brzucha. Ran¢ zamykano za pomocg szwéw pojedynczych. Na
zakonczenie podawano podskdrnie $rodki przeciwbdlowe (Metacam, 0,4 mg/kg) i
przeciwzapalne (Baytril 10 mg/kg). Kazdorazowe przygotowanie nadajnika do
wszczepienia obejmuje: (i) wymiang zelu nad membrang pomiarowa, (ii) offset

(wyznaczenie punktu zero dla nadajnika niewszczepionego), (iii) sterylizacje i
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odbiatczanie roztworem 2% aldehydu glutarowego (CIDEX, Johnson&Johson).
Podczas calego doswiadczenia monitorowano odruch rogéwkowy oraz sztywnosc
ogona i w razie potrzeby dodawano odpowiednig objetos¢ srodka znieczulajacego.
Pomiar cisnienia tetniczego krwi

Szczury umieszczano w klatkach pojedynczo. Pierwszy pomiar cis$nienia
przeprowadzano po siedmiodniowym okresie rekonwalescencji. W zaleznos$ci od wieku
szczuré6w stosowano dwa modele nadajnikow, roznigce si¢ rozmiarami kapsuty: u
szczurow w wieku 5 tygodni stosowano model PA-C10, a u szczuréw w wieku 15
tygodni model PA-C40. Modele te pozwalaja na rejestracje ci$nienia tetniczego krwi
(skurczowego, rozkurczowego, $redniego), czestosci skurczow serca (Heart Rate, HR) i
temperatury.

W trakcie calego okresu badan zwierzeta przetrzymywane byly w klatkach
hodowlanych w systemie o$wietlenia dzien: noc = 12:12, ze staltym dostgpem do
pozywienia i wody. Pod klatkg znajdowat si¢ odbiornik sygnatu nadajnika. Celem
uniknigcia zbierania przez odbiornik sygnatu z dwodch roznych nadajnikow klatki
szczurOw umieszczone byly na metalowym regale, ttumigcym fale radiowe, w
odlegtosci co najmniej 50 cm od siebie. Zapis cis$nienia t¢tniczego byl automatycznie
weryfikowany o zmiany ci$nienia w pomieszczeniu za pomoca dodatkowego aparatu
APR (Ambient Pressure Recorder), wpigtego do macierzy zbierajacej dane z pomiardéw.
Dane rejestrowane byty za pomocg oprogramowania Dataquest A.R.T. 4.36 w spos6b
ciggly i1 zapisywane jako S$rednia z 10 s pomiaru. Zebrane w ten sposob dane
eksportowane byly z oprogramowania Dataquest ART 4.36 do programu Excel w
formie 10-minutowych interwatéw.

W czasie doswiadczenia chronicznego pomiar cisnienia tetniczego krwi
wykonywano w trzech punktach czasowych. Dobowg rejestracj¢ ci$nienia tgtniczego
krwi rozpoczynano zawsze w dniu poprzedzajacym obserwacje w klatce bytowej i
metabolicznej: tj. przed dniem 0, 7-mym i 14-tym i kontynuowano przez kolejne 24 h

tejze obserwacji.
Dozylne podanie badanych zwiazkow
Przygotowanie chirurgiczne zwierzqgt

Przeprowadzano zabiegi chirurgicznie (z zastosowaniem tego samego rodzaju i

dawki narkozy, a takze tych samych $rodkow przeciwzapalnych i przeciwbolowych po
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wykonanych zabiegach jak w przypadku wszczepienia sond telemetrycznych)
umozliwiajace dostep do zyly i tetnicy udowej u zwierzat czuwajacych w fazie
przewlektej doswiadczenia. W tym celu do udowej zyty i tetnicy szczura wprowadzano
kaniule (Micro-Renathane Tubing, MRE-033 o $rednicy: zewngtrznej 0,84 mm 1
wewnetrznej 0,36 mm; w przypadku szczurow 5-tygodniowych do zakaniulowania
tetnicy udowej zastosowano kaniule MRE-025 o $rednicy: zewngtrznej 0,64 mm i
wewnetrznej 0,30 mm, Bioseb, Canada, USA) ktérych drugi koniec przeprowadzano
pod skorg wzdluz kregostupa 1 wyprowadzano na kark. Usytuowanie takie umozliwito
dozylne podawanie leku w sposodb przewlektly oraz pobieranie probek krwi tetniczej. Po
takim przygotowaniu chirurgicznym i okresie rekonwalescencji rozpoczynano wtasciwe

doswiadczenie.
Schemat podawania substancji

Zwierzetom, ktore w dniu rozpoczecia do§wiadczenia osiggaty wiek 16-tygodni
(SHR-16) podawano dozylnie (raz dziennie przez 14 dni) w objetosci 1 ml
odpowiednio: chymostatyne (CH — 2 mg/kg), jej rozpuszczalnik DMSO (0,05 %
dimethyl sulfoxide), so6l fizjologiczna (S) lub peptydy pochodzace z nasion rzepaku:
RIY nazywany takze rapakining (Arginina-Izoleucyna-Tyrozyna — 7,5 mg/kg) lub
VWIS (Walina-Tryptofan-Izoleucyna-Seryna-12,5 mg/kg) rozpuszczone w 1 ml 0,9%
roztworu soli fizjologicznej. W przypadku szczuréw 6-tygodniowych doswiadczenia
przeprowadzano w takim samym uktadzie badanych zwigzkow i dawek, ale podawane
objetosci wynosity 0,5 ml.

Hamujace dziatanie badanych peptydow na aktywnos$¢ chymazy potwierdzono
w doswiadczeniach in vitro, natomiast wyboru dawek zastosowanych w
doswiadczeniach in vivo dokonano na podstawie piSmiennictwa, pokazujacego ich

dziatanie hipotensyjne po jednorazowym podaniu dozotagdkowym [53][71][54].
Dozoladkowe podanie badanych zwiazkow

Szczurom otrzymujacym dozoladkowo badane zwigzki na tydzien przed
rozpoczeciem eksperymentu do aorty wprowadzano sonde telemetryczng umozliwiajaca
rejestracje parametréw ci$nienia krwi tetniczej (wedlug opisanej wczesdniej procedury).
Zwierzetom wchodzacym w do$§wiadczenie w wieku 6-tygodni (SHR-6) 1 16-tygodni
(SHR-16) podawano za pomoca odpowiedniej sondy dozotadkowej (raz dziennie przez

14 dni) odpowiednio w objetosci 0,5 ml i 1 ml pochodzace z nasion rzepaku peptydy:
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RIY (7,5 mg/kg) lub VWIS (12,5 mg/kg) rozpuszczone w 1 ml soli fizjologicznej;
grupa kontrolna otrzymywata sam rozpuszczalnik (0,9% sol fizjologiczna). W celu
podania badanego zwigzku, szczura chwytano i ptynnym ruchem wprowadzano sonde
dozotadkowa (Dosing Cannula, 75 mm x 16 ga, PY8 34-0316, Harward Apparatus,

Holliston, USA) przez jamg ustng i umieszczano jej koniec w zoladku zwierzecia.

2.3.1. Obserwacje w klatkach metabolicznych

Przed rozpoczgciem wiasciwego doswiadczenia zwierzeta przyzwyczajano do
przebywania w klatkach metabolicznych. W celu zbadania parametrow metabolicznych
szczury przebywaty przez 24 godziny w klatce metabolicznej ze swobodnym dostepem
do paszy 1 wody; do odpowiednich naczynek zbierano probki katu i moczu. Probki
moczu przeznaczone do dalszej analizy zbierano przez 6 godzin w temperaturze 2-8 °C.
Pomiar ci$nienia te¢tniczego krwi, masy ciala oraz obserwacje w klatkach
metabolicznych prowadzono w dniu 0 (infuzja soli fizjologicznej), dniu 7 1 14
podawania badanej substancji (w grupach doswiadczalnych) lub rozpuszczalnika (w
grupach kontrolnych). Dodatkowo pobierano prébki krwi do oznaczen.

W pomieszczeniu, w ktorym przebywaly zwierzeta w czasie doswiadczen,
rowniez w trakcie obserwacji w klatkach metabolicznych zapewniono odpowiednie
warunki: sztuczna doba §wietlna oraz stata temperatura 1 wilgotno$¢ powietrza. Klatki
metaboliczne s3 wykonane z przezroczystego poliwgglanu, co zapewnia
przebywajacym w nich zwierzetom kontakt wzrokowy z innymi zwierz¢tami
wlaczonymi w badania.

Bezposrednio po podaniu zaréwno dozylnym jak i1 dozotagdkowym, raz w

tygodniu zwierzeta wazono 1 umieszczano w klatkach metabolicznych.

2.3.2. Obrazowanie nerki metodg rezonansu magnetycznego.

Na 4-5 dni przed rozpoczeciem doswiadczenia zwierz¢tom, u ktorych
wykonywano obrazowanie metoda rezonansu magnetycznego wykonano konieczne
zabiegi chirurgiczne. W tym celu wprowadzono kaniule do tetnicy i zyly udowej,
umozliwiajagce odpowiednio pobieranie probek krwi w trakcie doswiadczenia

chronicznego oraz podawanie badanych substancji, a w tym takze podanie kontrastu.
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Wykorzystywane kaniule opisano juz wczesniej, w czesci dotyczacej przygotowania
chirurgicznego do doswiadczen chronicznych.

W celu wykonania obrazowania zwierze¢ta umieszczano w pozycji lezacej na
specjalnym uchwycie-t6zeczku umozliwiajacym wtasciwe utozenie szczura, utrzymanie
odpowiedniej temperatury ciata, a takze utrzymanie zwierzgcia w narkozie wziewnej
(izofluran 4% indukcja, 2-1,5% podtrzymanie w mieszaninie z O2). Kolejnym krokiem
bylo umieszczenie cewki odbiorczej bezposrednio nad badang nerka szczura;
cylindryczna cewka o czestotliwosci radiowej (wewnetrzna $rednica 8,6 cm)
przeznaczona jest tylko do odbioru matrycowej cewki powierzchniowej (2 x 2
elementy). Tak przygotowane zwierze umieszczano w izo-centrum skanera (Bruker
Biospec 70/30, Avance III spectrometer, 120-mm diameter bore, 660 mT/m gradient
strength insert, Bruker Biospin MRI GmbH, Ettlingen, Germany). Do zlokalizowania
nerki zastosowano skan strukturalny o wysokiej rozdzielczosci T2, wykorzystujac 20
centralnie umieszczonych cigé. Nastepnie uzyto sekwencji do dynamicznego
pozyskiwania danych z macierzy 64x64, TR - czas repetycji (ang. Repetition Time), TE
- czas echa (ang. Echo Time) po podaniu kontrastu w infuzji dozylnej. Skany EPI -
obrazowanie z wykorzystaniem sekwencji echa planarnego (ang. Echo Plannar
Imaging) byly bramkowane sygnalem 2z oddychania. Szybko$¢ oddychania
utrzymywano na poziomie 60-80 oddechdéw na minute. Kontrast podawano dozylnie w
objetosci 0,1 ml (Magnevist 469 mg/ml, Bayer; 0,04 mlkg w 10-krotnym
rozcienczeniu) nastgpnie podawano bolus 0,3 ml 0,9% roztworu soli fizjologicznej
(ukfad taki zostal wcze$niej ustalony na podstawie badan pilotazowych dla uzyskania
wyraznego obrazu). We wstgpnym przetwarzaniu danych uzyskane obrazy
przeksztalcano z formatu obrazu Bruker na NIFTI - format danych NIFTI (ang.
Neuroimaging Informatics Technology Initiative). Analizy przeprowadzano dla
pojedynczo wybranego ,plastra nerki” w zestawie narzedziowym DOM-Build

MATLAB.

W tym celu manualnie wybierano wycinek ROI - region zainteresowania dla
trzech obszaréw nerki (ang. Region of Interests), w ktorych podjeto probe okreslenia
tempa perfuzji nerki. Zakreslano obszar kory nerki, a takze rdzenia zewngtrznego i
wewnetrznego nerki. Dalej obliczanie funkcji wejsciowe]j kontrastu Gadolin (Gd; tac.
Gadolinum) ze $redniego sygnalu we wszystkich wokselach w ROI 1 — kora nerki.

Program liczy za pomoca znalezienia opoznienia dla kazdego woksela w obrazie.
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Opoznienie zdefiniowano jako pozycj¢ maksimum dla funkcji korelacji krzyzowej (kora
nerki) i przebiegu czasowego woksela. Wyjscie funkcji korelacji zostato interpolowane
do TR/10 dla lepszej rozdzielczosci czasowej. Dalsze analizy dynamiczne oparto na
opoznieniach w obszarze ROI 1 wykonano na tej podstawie obliczenia parametru.
Obrazy opdznienia w czasie przebywania w danej strefie podanego kontrastu (Ryc.3 )
zostaty sprawdzone wizualnie, aby unikng¢ artefaktow MR. Nastepnie wykreslono
sygnat z kazdego zwrotu z inwestycji, aby sprawdzi¢ dynamike sygnatu. Na podstawie
map opoznien wyrysowane zostaty histogramy w obszarze ROI, a takze zdefiniowane

zostaty parametry takie jak (Ryc.3):

centre - sredni czas opoznienia w ROI,

spread - odstep migdzykwartylowy miedzy warto$ciami opoznienia.

Obrazowanie metoda rezonansu magnetycznego wykonywano trzykrotnie w
catym cyklu. W dniu zerowym, w ktdrym szczury otrzymywaly w infuzji dozylnej 0,9%
roztwor soli fizjologicznej (dzien 0), nastepnie po 7 i 14 dniach podawania badanych
zwiazkow.
Parametrem opisujacym czas przebywania kontrastu w danej warstwie jest spread
mierzony w sekundach [s]. Warto$¢ spread jest proporcjonalna do przedzialu czasu, w
jakim kontrast znajduje si¢ w danej warstwie 1 jest ona odwrotnie proporcjonalna do

tempa perfuz;ji.
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Ryc. 3 Przyktadowy histogram (A) opodznienia przephywu srodka kontrastowego (C)
przez trzy manualnie wybrane obszary (B): - kory, rdzenia zewnegtrznego i rdzenia
wewnetrznego. Wartosci ,,spread” i, centre” to odpowiednio IQR i srednia z rozktadu
opoznienia wybranych wokseli wzgledem sredniego sygnatu z kory nerki. USredniona
wartos¢ sygnatu w wybranych obszarach (D) w czasie [s]. ,,Slope” - moment
najwiekszej zmiany sygnatu w czasie rozpoczecia skanowania.
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2.4. Doswiadczenia ostre

Przygotowanie chirurgiczne

Po przeprowadzeniu do$§wiadczenia chronicznego wykonywano do$wiadczenia
ostre. W tym celu szczury usypiano podajac dootrzewnowo tiopental sodu (100 mg/kg
1.p.; Thiopental sodium, Biochemie GmbH, Wieden, Austria) pozwalajacy na
prowadzenie do$wiadczen ostrych w pelnym ogdlnoustrojowym znieczuleniu.
Zastosowana narkoza prowadzi do utraty $wiadomos$ci, a takze unieruchomienia
(rozluznienie migéni oraz obnizenie przewodnictwa nerwowego). W trakcie
prowadzonej obserwacji kontrolowano odruch rogéwkowy oraz napigcie mig$ni i
sztywno$¢ ogona w celu weryfikacji prawidtowego uspienia zwierzecia.

Podczas doswiadczenia w narkozie utrzymywano stala temperature ciata szczura
na poziomie 37°C przy uzyciu automatycznego systemu grzewczego (Fine Science
Tools TR-200 21052-00, Animal Temperature Controller, Biodirect Inc, Taunton, Ma,
USA). W pierwszym etapie przygotowania chirurgicznego wykonywano tracheotomie,
tj. w tchawicy szczura umieszczano rurke polietylenowa pozwalajaca na swobodng
wentylacje ptuc. W przypadku szczurow otrzymujacych przewlekle droga dozylng
badane zwigzki wykorzystano kaniule uprzednio wilozone do naczyn, tj. przed
rozpoczeciem czgsci chronicznej doswiadczenia (patrz str. 40). W grupach szczurdéw
otrzymujacych badane zwigzki droga dozotadkowa wykonano zabiegi chirurgiczne
polegajace na wprowadzeniu kaniuli do zyly szyjnej szczura, umozliwiajacej dozylne
podawanie roztworéw podczas doswiadczenia w narkozie. W trakcie dalszych
zabiegdéw chirurgicznych podawano w infuzji dozylnej 3% roztwor albuminy bydlece;j
(albumina, frakcja V, AppliChem GmbH, Darmstadt, Niemcy) w ptynie Ringera (10
ml/kg/h, Baxter Polska Sp. z 0.0., Warszawa, Polska).

Przebieg wlasciwego doswiadczenia

Po zakonczeniu przygotowania chirurgicznego infuzj¢ albuminy zastgpowano
infuzja 3% roztworu inuliny (podawanej w tempie 10 ml/kg/h przez 10 min)
rozpuszczonej w izotonicznym roztworze soli fizjologicznej (Fresenius Kabi Polska Sp.
z 0.0., Warszawa, Polska) w celu oznaczenia tempa przesgczania klebuszkowego (GFR,
ang. Glomerular Filtration Rate). Po podaniu dawki wstepnej (bolusa) 3% inuliny do
konca do$wiadczenia podawano 1,5% roztwor inuliny dla podtrzymania jej statego

poziomu w osoczu. Po okresie stabilizacji przeprowadzano dwa okresy
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eksperymentalne (2 x 30 min) w czasie ktérych zbierano probki moczu i pobierano
probki krwi a takze monitorowano wymienione ponizej parametry czynnos$ciowe.
Obliczano diurez¢ minutowg (objetos¢ wydalanego moczu w czasie 1 min), mierzono
stezenie 1 wydalanie sodu 1 potasu (Una, Uk, UnaV, UkV) a takze wydalanie substancji
osmotycznie czynnych (UosmV).

W trakcie do$wiadczenia zaobserwowano wplyw podawanych w fazie
przewlektej substancji (inhibitorow 1 rozpuszczalnikéw) na czynno$¢ serca, nerek,
przeptyw 1 opdr naczyniowy wybranych obszaréw krazenia. Mierzono przeptyw krwi
przez trzy strefy nerki: kor¢ CBF (cortical blood flow), rdzen zewnetrzny OMBF (outer
medullary BF), rdzen wewnetrzny IMBF (inner medullary BF), za pomoca sond laser-
Doppler (system Periflux 4001, Perimed AB, Jarfalla, Szwecja) i wyrazono go w
umownych jednostkach PU (Perfusion Unit). Przed wykonaniem kolejnej serii
doswiadczen sondy kalibrowano plynem kalibracyjnym (sygnal pomiarowy
swobodnych ruchow Browna = 250 PU) co umozliwialo poréwnywanie pomiaréw
pomigdzy réznymi doswiadczeniami/zwierzgtami. Potozenie sond weryfikowano po
zakonczeniu doswiadczenia wykonujac ciecie podluzne nerki. Przepltyw krwi przez
tetnice nerkowa oraz przeplyw lokalny przez tetnice biodrowa mierzono nieinwazyjnym
czujnikiem ultradZzwigkowym potaczonym =z przeptywomierzem (model T106,

Transonic System Inc., Ithaca, NY, USA).

Przygotowanie chirugiczne
Pobranie narzadow:
nerka lewa
nerka prawa
Okres wyrdwnawczy - serce
; ] 7 I 1 - fragmenty aorty

ul u2

Ryc. 4 Schemat przebiegu doswiadczenia ostrego. K1, K2 — punkty pobrania probek
krwi; ul, u2 — okres zbiorki moczu.

Po zakonczeniu do$§wiadczenia ostrego pobierano narzady (nerka, serce i aorta)
do badan morfometrycznych i biochemicznych. Nerki i serce bezposrednio po

pobraniu wazono.
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Nerke rozcinano wzdluz na dwie potowy. Jedng z nich, przeznaczong do
wykonania  preparatbw  mikroskopowych  utrwalano w 4%  roztworze
paraformaldehydu (PFA; Eurochem BGD Sp. z o. 0., Tarnow, Polska), natomiast
drugg potoweg, przeznaczong do oznaczenia stezenia Ang Il mrozono w ciektym azocie
1 przechowywano w temp. -80 °C. Pobierano takze probki krwi przeznaczone do
oznaczen jonow sodu, potasu 1 substancji osmotycznie czynnych, ktore
odwirowywano (2800 g, 10 min). Pozostatg objetos¢ probek osocza zamrazano w
temperaturze -20 °C oraz -80 °C. Cze$¢ krwi przeznaczong do oznaczenia st¢zenia
Ang II pobierano na koktajl inhibitoréw proteaz (Protease Inhibitor Cocktail, Sigma-
Aldrich), nastgpnie odwirowano (2800 g, 10 min), utrwalano w cieklym azocie i

przechowywano w temp. -80 °C.

2.5. Analiza probek moczu, osocza i tkanek

Po okresleniu objetosci moczu metodg grawimetryczng (zakladajac gestose
moczu réwna gestosci wody) probke wirowano (960 g, 5 min). Krew wirowano (2800
g, 10 min), a osocze przenoszono do nowej probowki. Zawarto$¢ substancji
osmotycznie czynnych w zebranych probkach moczu i osocza oznaczano za pomocg
osmometru; na podstawie pomiaru obnizenia punktu zamarzania probki wzgledem
wody (Osmomat 030, Gonotec GmbH, Berlin, Niemcy). Mierzono st¢zenie sodu i
potasu w osoczu (Pna, Px,) oraz w moczu (Una, Uk,) przy uzyciu fotometru
ptomieniowego (model PFP7, Jenway, Essex, UK). Pozostala objetos¢ probek
przechowywano w -80 °C w celu pdzniejszego wykorzystania do dalszych oznaczen

biochemicznych.

2.5.1. Pomiar tempa przesaczania klebuszkowego

Na podstawie klirensu inuliny obliczano tempo przesgczania kiebuszkowego
(GFR). Inulina swobodnie przesgcza si¢ w nerkach, nie ulega reabsorpcji ani sekrecji w
kanalikach nerkowych, dlatego caty przesaczony tadunek inuliny wydziela si¢ do
moczu; metoda ta uwazana jest za zloty standard w tej dziedzinie [72], [73]. W trakcie
doswiadczenia ostrego szczury otrzymywaly infuzje 1,5% roztworu inuliny
(zapewniajacy stale jej stezenie we krwi). Zebrane 1 odpowiednio rozcienczone probki

osocza i moczu poddawano inkubacji (1 h, 37 °C) z roztworem enzyméw (1000 U/ml
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katalazy 1 100 U/ml oksydazy glukozowej) w celu usuniecia endogennej glukozy.
Nastepnie dodawano 50 mM kwasu indolilo-3-octowego (150 pl) i 38% kwasu solnego
(3 ml) oraz ponownie inkubowano (20 min, 60 °C). Po schtodzeniu prébki naktadano na
ptytke 96-dotkowa, a nastepnie dokonywano pomiaru spektrofotometrycznego (dtugos¢
fali 490 nm, FLUOstar Omega, BMG LABTECH GmbH, Ortenberg, Niemcy). Znajac
stezenie inuliny w moczu (Upn) 1 w osoczu (Pin), a takze mierzong w trakcie
do$wiadczenia diureze (V) okreslano wykorzystujac wzor ogdlny na klirens nerkowy

GFR:

2.5.2. Ocena histologiczna nerki

Po zakonczeniu eksperymentu ostrego pobierano i utrwalano przez co najmniej
tydzien potowe nerki oraz fragment aorty w 4% roztworze paraformaldehydu (PFA;
Eurochem BGD Sp. z o. o., Tarnéw, Polska). Prawag nerk¢ wycinano, wazono,
rozcinano wzdhuz i utrwalano w celu pdzniejszego wykorzystania do sporzadzenia
preparatow mikroskopowych: jedna polowe nerki utrwalano w 4% (PFA), druga
mrozono w ciektym azocie 1 przechowywano w temp. -80 °C. Przygotowujac nerki do
wykonania skrawkéw, najpierw je odwadniano, a nast¢gpnie zalewano parafing. Nerke
zamknigta w bloczku cigto na skrawki o grubosci 5 um, ktoére suszono w 56 °C. Przed
barwieniem ze skrawkow usuwano parafing, a nastgpnie je uwadniano. Na tak
przygotowanych skrawkach wykonano barwienie hematoksyling-eozyng (HE) oraz
barwienie metodg van Giesona.

Przygotowanie preparatow histologicznych a takze ich analiz¢ wykonano w
Zaktadzie Neuropatologii Doswiadczalnej 1 Klinicznej we wspotpracy z zespotem pod
kierownictwem prof. dr hab. n. med. Ewa Matyi (do 2017 bylta to $cista wspotpraca z
panig prof. dr hab. n. med. Janing Rafatowska).
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2.5.3. Oznaczenia biochemiczne probek moczu, osocza i tkanek

W zgromadzonych probkach moczu i osocza oznaczano stezenia biomarkerow
wykorzystujgc testy enzymatyczne ELISA wedlug instrukcji zalaczonych przez
producentéw. Oznaczono st¢zenie pochodnych metabolizmu tlenku azotu (NO) w
moczu, wydalanie albuminy (UAE), VEGF-A, st¢zenie Ang II w tkankach (serce, aorta,
nerka) oraz 8-is0-PG (8-isoprostaglandyna) w osoczu.

Przygotowanie materialu biologicznego do oznaczenia stezenia Ang II w
zgromadzonym materiale biologicznym.

W pobranym po zakonczeniu doswiadczenia ostrego materiale (w tkankach oraz
osoczu) wykonano oznaczenie poziomu angiotensyny Il. Do oznaczenia wykorzystano
test immunoenzymatyczny ELISA zgodnie z zataczong przez producenta instrukcjg (nr
kat. EK-002-12, EIA Kit Human, Rat, Mouse, Canine, Phoenix Pharmaceuticals, INC.).
Przygotowanie materialu biologicznego oraz oznaczenie wykonano w Zakladzie
Neuroendokrynologii Klinicznej Centrum Medycznego Ksztatcenia Podyplomowego w
Warszawie we wspolpracy z zespolem kierowanym przez dr hab. n. med. Wojciecha

Bika.
Homogenizacja tkanek, przygotowanie probek do oznaczenia.

Tkanki gotowano w 0,1 M kwasie octowym w 100 °C przez 20 min w celu
unieczynnienia enzymow tkankowych. Serce 1 nerke¢ gotowano w objgtosci 0,75 ml
roztworu kwasu octowego natomiast w przypadku aorty zastosowano mniejszg objetos¢
kwasu tj. 0,2 ml. Tkanki gotowano w proboéwkach o objgtosci 2 ml, zabezpieczonych
parafilmem, ktore nastgpnie przenoszono na l6d. Nastgpnie ugotowang tkanke wraz z
calg zawarto$cig probowki przenoszono do szklanego homogenizatora, w ktorym
mechanicznie homogenizowano tkanki na lodzie. Homogenaty wirowano przez 15 min
w temperaturze 4 °C (1200 g). Uzyskany supernatant oczyszczano na kolumnach
ekstrakcyjnych SPE (ang. solid phase extraction).

Przed wykonaniem testu ELISA przeprowadzano procedur¢ oczyszczania
osocza na kolumnach ekstrakcyjnych (nr kat. 7020, Bond Elut-PH, Baberbond spe
Oktadecyl (C18); 3 ml, 200 mg) z wykorzystanie techniki SPE. Ekstrakcja na
kolumnach SPE polega na przepuszczeniu cieklej probki przez zloze sorbentu i
adsorpcji oznaczonych zwiazkéw na zlozu. Sorbentem wypetiajacym kolumng jest

ztoze krzemionkowe.
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Po takim oczyszczeniu probek osocza, rozcienczano je w stosunku 1:1 z
buforem ekstrakcyjnym A (nr kat. RK-BA-1, 1% kwas trifluorooctowy, TFA),
homogenaty tkanek rozcienczano w buforze A w stosunku 1:3. Tak przygotowane
probki wirowano przez 20 min w temp. 4 °C (1200 g). Uzyskany w ten sposob
supernatant przenoszono na kolumny ekstrakcyjne aktywowane 1 ml buforu
ekstrakcyjnego B (nr kat. RK-BB-1, 60% acetonitryl w 1% TFA), ktore nastepnie
przemywano jeszcze trzykrotnie buforem A w objetosci 3 ml. Po natozeniu na ztoze
ekstrakcyjne probek (supernatantu), kolumny ekstrakcyjne ponownie przemywano
buforem A (dwukrotnie, w objetosci 3 ml). Ostatnim etapem bylo wymycie Ang II
(oznaczanego peptydu) ze ztoza poprzez dodanie na kolumny 3 ml buforu B. Pod
wptywem buforu B odzyskiwano Ang II ze zloza kolumn do probéwek; nastgpnie
roztwor buforu B z Ang Il poddano odparowywaniu azotem technicznym (6.5 M3,

Nord Gaz s.c, Warszawa, Polska) i zamrazano w -80 °C az do wykonania testu ELISA.

2.6. Analiza statystyczna

W teks$cie, tabelach i na rycinach przedstawiono wartosci $rednie oraz btad
standardowy $redniej (SEM) jako miar¢ rozrzutu danych. Do oceny statystycznej roznic
miedzy grupami stosowano wieloczynnikowg analiz¢ wariancji (ANOVA) z
powtarzalnymi pomiarami, a nastegpnie test post-hoc Newmana-Keulsa. Do poréwnania
warto$ci dla indywidualnych punktow w czasie oraz dwutygodniowych zmian w
wartosciach badanych parametrow stosowano jednoczynnikowg analize ANOVA 1
ponownie test post-hoc Newmana-Keulsa. Zmian¢ uznawano za istotng przy p<0,05.

Obliczenia wykonano w programie STATISTICA (wersja 10.0, StatSoft Inc.).
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3. Wyniki
3.1. Wplyw peptydow na aktywnos$¢ chymazy

Uzyskane wyniki wskazaly, ze dwa =z czterech badanych peptydow
charakteryzowaty si¢ zdolno$cia do hamowania przeksztalcenia Ang I do Ang II za
posrednictwem chymazy. Dwa z czterech peptydow wykorzystano w badaniach
chronicznych na szczurach SHR w dwoéch fazach rozwoju nadci$nienia z

zastosowaniem dwoch drég podawania zwigzkéw: dozylnie 1 dozotagdkowo (Ryc 5).
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Ryc. 5 Aktywnos¢ hamujgca peptydow w ukladzie in vitro. Stopien degradacji
angiotensyny I (w funkcji czasu) w obecnosci samej chymazy lub z dodatkiem badanych
peptydow. 1llos¢  pozostatej po degradacji angiotensyny [ okreslono metodg
wysokosprawnej chromatografii cieczowej z odwroconymi fazami.
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3.2. Doswiadczenia chroniczne

W trakcie dwutygodniowego doswiadczenia w zadnej] z grup nie
zaobserwowano odbiegajacych od normy oznak dotyczacych zdrowia zwierzat, tj.
wygladu, stanu sierSci, aktywnos$ci, zachowan pielegnacyjnych czy socjalnych, nie
zaobserwowano zadnego wplywu zabiegéw chirurgicznych (implantacja sondy
telemetrycznej, czy kaniul) oraz badanych substancji na dojrzewanie, wzrost oraz

kondycje fizyczng zwierzat.

3.2.1. Wplyw badanych substancji na ciSnienie krwi t¢tniczej i cze¢stos¢

skurczow serca

Na Ryec. 6 zilustrowano zmiany skurczowego i rozkurczowego ci$nienia krwi u
mtodych (6-tygodniowych) SHR-6w pod wplywem badanych zwigzkéw lub ich
rozpuszczalnikéw podawanych dozylnie, codziennie przez 14 dni.

Badane substancje ostabiaty nieco dynamike wzrostu ci$nienia rozkurczowego u
zwierzat, zwlaszcza po podaniu peptydow, cho¢ to wilasnie w grupie szczurdéw
otrzymujacych peptyd RIY w stosunku do dnia kontrolnego, zaobserwowano
statystycznie istotny wzrost ci$nienia SBP i DBP podczas gdy zamiany BP dla soli
fizjologicznej nie byty istotne.

W  grupie szczuréw bedacych we wczesnej fazie rozwoju nadcisnienia
zaobserwowano tendencje¢ do obnizania czesto$ci skurczéw serca (HR; bpm) po
dozylnym podawaniu chymostatyny po 14 dniach podawania w stosunku do dnia 0 i 7
(CH) DO: 377£8; D7: 367+7; D14:339+8 bpm, p=0,06. Szczury otrzymujace DMSO
charakteryzowal znamienne statystycznie obnizenie HR po 14 dniach podawania w
stosunku do dnia 0: D0: 379+22; D7: 341+31; D14: 329+£26 bpm, p<0,05. Podobnie w
grupie szczuréw otrzymujacych sol fizjologiczng DO: 372+£35; D7: 341428;
D14:308£18 bpm, p<0,05. Szczury otrzymujace dozylnie peptyd RIY rdéwniez
charakteryzowat istotny statystycznie spadek HR (Aneks: TABELA I).
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Ryc. 6 Cisnienie krwi tetniczej w grupie szczurow SHR 6-tygodniowych, wartos¢ srednia = SEM z godziny przed podaniem dozylnym dobowej
dawki badanych zwigzkow w dniu 0 (D0), po 7 (D7) i 14 dniach (D14) traktowania: CH — chymostatyng (2 mg/kg, n=5), DMSO (0,05 %
dimetylosulfotlenek;, n=>5), solq fizjologiczng (0,9%, n=35), RIY (Arginina-Izoleucyna-Tyrozyna — 7,5 mg/kg, n=>5); VWIS (Walina-Tryptofan-
Izoleucyna-Seryna-12,5 mg/kg, n=5). DBP — rozkurczowe cisnienie krwi tetniczej; SBP — skurczowe cisnienie krwi tetniczej; *p<0,05 vs DO.
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Porownano takze $rednie z dobowych wartosci cis$nienia rozkurczowego i
skurczowego krwi tetniczej] po dozylnym podaniu badanych zwigzkéw szczurom
bedacym we wczesne] fazie rozwoju nadci$nienia. Podobnie jak w opisanej
wczesniejsze] analizie podstawowej, zaobserwowano wzrost BP (mmHg) we
wszystkich grupach zwierzat, zarowno w grupie kontrolnej (S - SBP: D0: 147+4; D7:
14743; D14: 154+4*; DBP: D0: 95+3; D7: 102+1*; D14: 105£2* mmHg) jak i po
podaniu badanych peptydow: RIY (SBP: DO: 14243; D7: 14243; D14: 148*+2; DBP:
DO: 93£2; D7: 98+3; D14: 100£2* mmHg) i VWIS (SBP: DO: 147+1; D7: 14742; D14:
151+2; DBP: DO: 96+1; D7: 102+1; D14: 104+1* mmHg; *p<0,05 vs D0). Wzrost BP
(warto$¢ $rednia z 24 h) zaobserwowano roéwniez po podaniu chymostatyny i jej
rozpuszczalnika, ale istotny statystycznie wzrost obserwowano jedynie w przypadku
ci$nienia rozkurczowego w grupie szczuroOw kontrolnych, po 14 dniach podawania (CH
- SBP: DO: 148+4; D7: 142+9; D14: 154+5; DBP: DO: 103£1; D7: 99+6; D14: 114+£5;
DMSO - SBP: DO: 14643; D7: 15247; D14: 148+6; DBP: D0O: 100+5; D7: 112+9; D14:
110+4* mmHg; *p<0,05).

Na Ryec. 7 zilustrowano zmiany skurczowego i1 rozkurczowego ci$nienia krwi u
mtodych (6-tygodniowych) SHR pod wpltywem badanych zwigzkow lub ich
rozpuszczalnikow podawanych dozotadkowo, codziennie przez 14 dni. Szczury
otrzymujace sol fizjologiczng charakteryzowal statystycznie istotny wzrost ci$nienia
tetniczego, natomiast podanie peptydu RIY zapobieglo rozwojowi ci$nienia t¢tniczego
w trakcie chronicznego podawania.

W grupie szczuréw bedacych we wcezesnej fazie nadci$nienia zaobserwowano
obnizenie czestosci skurczow serca (HR) po dozotadkowym podawaniu peptydu VWIS
DO0: 405+17; D7: 373+14; D14: 355+5* bpm; *p<0,05 vs D0. W grupie szczurdéw
otrzymujacych rozpuszczalnik (0,9% sdl fizjologiczng) uzyskano istotne statystycznie
obnizenie HR juz po 7 dniach i efekt utrzymat si¢ do kofica doswiadczenia DO: 375+22;
D7: 346+21; D14+325+18*# bpm; *p<0,05 vs DO; #p<0,05 vs D7 (Aneks: TABELA
IT). Tak wigc efekt VWIS byt efektem niespecyficznym (Aneks: TABELA II).
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Ryc. 7 Cisnienie krwi tetniczej w grupie szczurow SHR 6-tygodniowych, wartos¢ Srednia = SEM z godziny przed podaniem dozotgdkowym
dobowej dawki badanych zwigzkow w dniu 0 (D0), po 7 (D7) i 14 (D14) dniach traktowania: solq fizjologiczng (0,9%, n=35), RIY (Arginina-
Izoleucyna-Tyrozyna — 7,5 mg/kg;, n=>5); VWIS (Walina-Tryptofan-Izoleucyna-Seryna-12,5 mg/kg; n=5). DBP — rozkurczowe cisnienie krwi
tetniczej; SBP — skurczowe cisnienie krwi tetniczej; *p<0,05 vs DO0.
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Srednie dobowe ci$nienie krwi tetniczej w grupie szczuréw mtodych, po
dozotadkowym podaniu badanych peptydow, a takze w grupie kontrolnej (so6l
fizjologiczna) wskazaty podobnie jak w podstawowej analizie na wzrost BP (S - SBP:
DO: 140+2; D7: 14643; D14: 151+5%; DBP: D0: 9643; D7: 105+4*; D14: 108+3%;
VWIS - SBP: DO: 143£2; D7: 148+3%*; D14: 152+3*; DBP: D0: 99+2; D7: 106+£2%;
D14: 108+£2* mmHg; *p<0,05). Jedynie w przypadku podania peptydu RIY wzrost ten
nie byl znamienny statystycznie RIY (SBP: DO: 161£3; D7: 153+3; D14: 164+8; DBP:
DO0: 112+5; D7: 12349; D14: 132+10 mmHg; *p<0,05 vs DO).

Na Ryc. 8 przedstawiono zmiany skurczowego i1 rozkurczowego cisnienia krwi u
szczuréw bedacych w ustalonej fazie nadcisnienia tgtniczego (16-tygodniowych) SHR
pod wplywem badanych zwigzkéw lub ich rozpuszczalnikéw podawanych dozylnie,
codziennie przez 14 dni. Ze wzglgdu na popehiony przeze mnie btad metodyczny na
wykresie ponizej przedstawiono wyniki z innego przedziatu czasowego tj. opis dobowe;j
sredniej wartosci cisnienia krwi tetniczej po podaniu dozylnym. Réznica ta wynika z
btedu metodycznego, ktory wykryto dopiero w trakcie prowadzonych badan, tj. po
wykonaniu wigkszosci doswiadczen z podawaniem CH i DMSO u szczuréw dorostych.
W zwigzku z powyzszym nie mamy dostgpnych pomiaréow telemetrycznych z godziny
przed podaniem zwigzku, ktore w naszej ocenie s3 pomiarami najmniej zaburzonymi.
Po podaniu chymostatyny zaobserwowano istotny wzrost cisnienia krwi tetniczej w
drugim tygodniu jej podawania (SBP: DO: 17947; D7: 178+7; D14: 185+7*#; DBP:
DO: 137+£5; D7: 13745; D14: 146+7*# mmHg; *p<0,05 vs DO; #p<0,05 vs D7). Efektu
takiego nie zaobserwowano po podaniu jej rozpuszczalnika DMSO (SBP: DO: 170£7;
D7: 169+5; D14: 172+6; DBP: D0: 127+4; D7: 130+3; D14: 134+4 mmHg).

Srednie dobowe SBP byto istotnie nizsze w grupie szczuréw otrzymujacych
peptyd RIY (SBP: DO: 165+£10; D7: 157£8%; D14: 157+7* mmHg;*p<0,05 vs DO0), a
takze nizsze cho¢ nieznamiennie, bylo rozkurczowe cisnienie krwi tetniczej (DBP: DO:
133£7; D7: 127+£5; D14: 12844 mmHg). W grupie szczurow otrzymujacych peptyd
VWIS nie zaobserwowano znamiennych statystycznie réznic (SBP: DO: 185+8; D7:
181+8; D14: 180+8; DBP: DO: 13443; D7: 131£3; D14: 131+3 mmHg). Wykonano
analize Anova z wielokrotnymi powtdrzeniami dla poréwnania przebiegu krzywych
srednich wartos$ci cis$nienia tetniczego w czasie 6 godzin od podania zwigzku w celu ich
poréwnania pomigdzy badanymi grupami. Uzyskane wyniki wskazaty na istotnie

statystycznie roézny przebieg w grupie szczurdw otrzymujacych peptyd RIY w

61



poréwnaniu z grupa zwierzat kontrolnych (so6l fizjologiczna), ale tylko siodmego dnia
podawania (F=4,7452; p=0,0026; F-wynik wieloczynnikowej analizy wariancji). Po 14

dniach wynik nie byt statycznie istotny.

Szczury bedace w ustalonej fazie nadci$nienia (SHR 16 tygodniowe)
wykazywaty jedynie w przypadku dozylnego podawania peptydu RIY wpltyw na
czesto$¢ skurczoéw serca (dotyczy cisnienia z ostatniej godziny doby); po 7 dniach
obserwowano istotne obnizenie HR: DO: 360+15; D7: 327+17*; D14: 335+9 bpm;
*p<0,05 vs DO. Po 14 dniach zachowata si¢ tylko tendencja p=0,06 do obnizenia HR
(Aneks: TABELA III).
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Ryc. 8 Cisnienie krwi tetniczej w grupie szczurow SHR 16-tygodniowych, srednia wartos¢ dobowa = SEM po dozylnym podaniu dobowej dawki
badanych zwigzkow w dniu 0 (D0), po 7 (D7) i 14 dniach (D14): CH — chymostatyny (2 mg/kg; n=8), DMSO (0,05 % dimetylosulfotlenek; n=>5),
soli fizjologicznej (0,9%, n=35), RIY (Arginina-Izoleucyna-Tyrozyna — 7,5 mg/kg; n=>5); VWIS (Walina-Tryptofan-Izoleucyna-Seryna-12,5mg/kg;
n=6). DBP — rozkurczowe cisnienie krwi tetniczej; SBP — skurczowe cisnienie krwi tetniczej;, *p<0,05 vs D0, #p<0,05 vs D7.
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Na Ryc. 9 przedstawiono zmiany skurczowego i1 rozkurczowego cisnienia krwi u
szczurdw bedacych w ustalonej fazie nadci$nienia tetniczego 16-tygodniowe (SHR) pod
wpltywem badanych zwigzkéw lub ich rozpuszczalnika podawanych dozylnie,
codziennie przez 14 dni z 1h przed podaniem dziennej dawki w uktadzie analogicznym
jak dla szczuréw 6-tygodniowych. Podawanie peptydu RIY obnizato ci$nienie t¢tnicze
krwi zarowno skurczowe jak i rozkurczowe i efekt ten byl istotny statystycznie. Efekt
zaobserwowano juz po tygodniu podawania tego peptydu. Takiego efektu nie
zaobserwowano po podaniu peptydu VWIS.

Przy takim sposobie pomiaru w tej grupie szczuréw zaobserwowano obnizenie
czestosci skurczoéw serca pod wptywem RIY. Wynik byt znamienny statystycznie po 7 i

14 dniach podawania D0: 306£8; D7: 280+10%*; D14: 268+8* bpm; *p<0,05 vs DO.
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Ryc. 9 Cisnienie krwi tetniczej w grupie SHR 16-tygodniowych, wartos¢ srednia + SEM z godziny przed podaniem dozylnym dobowej dawki
badanych zwigzkow w dniu 0 (D0), po 7 (D7) i 14 dniach (D14): soli fizjologicznej (0,9%, n=35), RIY (Arginina-Izoleucyna-Tyrozyna — 7,5
mg/kg, n=5); VWIS (Walina-Tryptofan-Izoleucyna-Seryna-12,5 mg/kg;, n=6). DBP — rozkurczowe cisnienie krwi tetniczej; SBP — skurczowe
cisnienie krwi tetniczej; *p<0,05 vs DO.
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Na Ryc. 10 zilustrowano zmiany skurczowego i rozkurczowego ci$nienia krwi u
szczurdw bedacych w ustalonej fazie nadci$nienia tetniczego (16-tygodniowe SHR) pod
wptywem badanych zwigzkow lub ich rozpuszczalnika podawanych dozotadkowo,
codziennie przez 14 dni. Badane substancje podawane w ten sposob nie wptynely na

cisnienie krwi tetnicze;j.
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Ryc. 10 Cisnienie krwi tetniczej w grupie szczurow SHR 16-tygodniowych, wartos¢ srednia + SEM z godziny przed dozolgdkowym podaniem
dawki dobowej badanych zwigzkow w dniu 0 (D0), po 7 (D7) i 14 dniach (D14): soli fizjologicznej (0,9%, n=5), RIY (Arginina-Izoleucyna-
Tyrozyna — 7,5 mg/kg; n=6), VWIS (Walina-Tryptofan-Izoleucyna-Seryna-12,5 mg/kg, n=5). DBP — rozkurczowe cisnienie krwi tetniczej; SBP —
skurczowe cisnienie krwi tetniczej.
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U zwierzat bedacych w ustalonej fazie nadci$nienia zaobserwowano obnizenie
czestosci skurczoéw serca w grupach szczurdéw, ktorym podawano dozotagdkowo badane
peptydy; w przypadku peptydu RIY: DO: 296+6; D7: 295+9; DI14: 286+9* bpm,;
*p<0,05. W przypadku peptydu VWIS znamienno$¢ statystyczng zaobserwowano
jedynie 7 dnia leczenia w stosunku do dnia 0: DO: 274+4; D7: 293+£2%; D14: 278+21
bpm; *p<0,05 vs DO.

Analiza $rednich warto$ci dobowych dla cisnienia t¢tniczego krwi wskazata na
brak ro6znic zar6wno dla skurczowego jak i rozkurczowego cis$nienia krwi tgtniczej w
grupie szczuré6w dorostych po dozotadkowym podaniu badanych peptydow (S - SBP:
DO: 167£5; D7: 167+5; D14: 168+5; DBP: DO: 125+1; D7: 125+2; D14: 124+1; RIY -
SBP: DO: 169+7; D7: 171+6; D14: 172+7; DBP: D0: 129+2; D7: 130£2; D14: 133+42;
VWIS - SBP: D0: 183+7; D7: 183+4; D14: 187+5; DBP: DO0: 121+5; D7: 119+2; D14
12243 mmHg). Wynik ten potwierdza brak hipotensyjnego efektu, ktory wykazano w
analizie podstawowej (powyzej) po dozoladkowym podaniu badanych peptydow w

grupie zwierzat dorostych.
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3.2.2. Wplyw badanych zwigzkow na parametry metaboliczne, wydalnicze

i osoczowe

Raz w tygodniu mierzono dobowe spozycie wody i1 paszy, a takze wydalanie
moczu i kalu (parametry te mierzono rowniez po 6h od podania szczurom badanych
zwigzkow). Zgromadzone dane zestawiono w Tabelach V-VIII. Nie zaobserwowano

istotnych statystycznie zmian w spozyciu paszy 1 wydalaniu katu w zadnej z badanych

grup.

SHR 6-tygodniowe po dozylnym podaniu badanych zwiazkow

Na Ryc. 11 zilustrowano zmiany w dobowym wydalaniu moczu u szczuroéw
bedacych we wczesnej fazie rozwoju nadci$nienia t¢tniczego pod wptywem badanych
zwigzkow lub ich rozpuszczalnikéw podawanych dozylnie, codziennie przez 14 dni. Po
14 dniach zaobserwowano istotny statystycznie wzrost diurezy w stosunku do dnia 0 we
wszystkich grupach zwierzat. Szczury otrzymujace 0,05% roztwor DMSO

charakteryzowal znacznie wigkszy wzrost diurezy po 7 1 14 dniach w poréwnaniu do

pozostatych grup.
16
14
12 m SHR 6-CH
E 10 m SHR 6-DMSO
= 8 ® SHR 6-S
> 6 ® SHR 6-RIY
4 ® SHR 6-VWIS
2
0

DO D7 D14

Ryc. 11 Srednie dobowe wydalanie moczu + SEM w grupie szczuréw SHR 6-
tygodniowych po dozylnym podaniu dobowej dawki badanych zwigzkow w dniu 0 (D0),
7 (D7) i 14 (D14): CH — chymostatyny (n=8), DMSO (0,05 % dimetylosulfotlenek;
n=38), soli fizjologicznej (0,9%,; n=5), RIY (Arginina-Izoleucyna-Tyrozyna — 7,5 mg/kg;
n=>5); VWIS (Walina-Tryptofan-Izoleucyna-Seryna-12,5 mg/kg; n==6),;*p<0,05 vs DO; #
p<0,05vs D7.
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Na Ryc. 12 przedstawiono zmiany w dobowym spozyciu wody u szczuroOw
bedacych we wcezesnej fazie rozwoju nadci$nienia tetniczego (6-tygodniowe SHR) pod
wpltywem badanych zwigzkow lub ich rozpuszczalnikow podawanych dozylnie,
codziennie przez 14 dni. Po 14 dniach w kazdej z badanych grup szczuréw
zaobserwowano istotny statystycznie wzrost spozycia wody w stosunku do dnia 0. Po 7
dniach podawania istotny statystycznie wzrost spozycia zaobserwowano jedynie po

podaniu 0,05% DMSO.

m SHR 6-CH

® SHR 6-DMSO
B SHR 6-S

B SHR 6-RIY

® SHR 6-VWIS

DO D7 D14

Ryc. 12 Srednie dobowe spozycie wody + SEM w grupie szczuréw SHR 6-tygodniowych
po dozylnym podaniu dobowej dawki badanych zwigzkow w dniu 0 (D0), 7 (D7) i 14
(D14): CH — chymostatyny (n=8), DMSO (0,05 % dimetylosulfotlenek;, n=38), soli
fizjologicznej (0,9%, n=35), RIY (Arginina-Izoleucyna-Tyrozyna — 7,5 mg/kg, n=>5);
VWIS (Walina-Tryptofan-Izoleucyna-Seryna-12,5 mg/kg, n==6), *p<0,05 vs D0.

W grupie szczurow milodych otrzymujacych dozylnie chymostatyng 1 jej
rozpuszczalnik jakim jest DMSO obserwowano wzrost wydalania jonow sodu (Ryc. 13)
i potasu (CH- DO: 0,48+0,08, D7: 0,95+0,12*, D14: 1,01+0,60*; DMSO- DO:
0,56+0,17, D7: 1,20+0,16*, D14: 1,39+0,18*; pmol/min, *p<0,05 vs D0). Dodatkowo
w grupie szczurOw otrzymujacych chymostatynge obserwowano znamienny wzrost
wydalania substancji osmotycznie czynnych (CH- DO: 2,94+0,68, D7: 6,05+1,16*, D14:
7,82+0,47* nOsm/min; *p<0,05). Stezenie jondéwW potasu w osoczu wzrosto po 7 dniach
podawania chymostatyny, w kolejnym tygodniu ich stezenie obnizylo si¢ znamiennie w

poréwnaniu z DO (dane zgromadzone w TABELI V).
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Po dwutygodniowym podawaniu peptydu RIY lub VWIS dozylnie, nie zaobserwowano
istotnych statystycznie zmian w parametrach wydalniczych i osoczowych (Aneks:

TABELA V).
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Ryc. 13 Srednie dobowe wydalanie jonéw sodu + SEM w grupie szczuréw SHR 6-
tygodniowych po dozylnym podaniu dobowej dawki badanych zwigzkow w dniu 0 (D0),
7 (D7) i 14 (DI14): CH — chymostatyny (n=10), DMSO (0,05 % dimetylosulfotlenek;
n=38), soli fizjologicznej (0,9%,; n=6), RIY (Arginina-Izoleucyna-Tyrozyna — 7,5 mg/kg;
n=06); VWIS (Walina-Tryptofan-Izoleucyna-Seryna-12,5 mg/kg, n==6), *p<0,05 vs DO.

SHR 6-tygodniowe po dozoladkowym podaniu badanych zwiazkow

Na Ryc. 14 przedstawiono zmiany w wydalaniu moczu ($rednie wydalanie
obliczane na podstawie 24h obserwacji w klatce metabolicznej) u szczuréw bedacych
we wczesnej fazie rozwoju nadcisnienia tetniczego (6-tygodniowe SHR) pod wptywem
badanych zwigzkow lub ich rozpuszczalnikow podawanych dozylnie, codziennie przez
14 dni. Jedynie w grupie szczurow otrzymujacych dozotadkowo peptyd VWIS
zaobserwowano wzrost wydalania moczu po 14 dniach w stosunku do dnia 0. Szczury
otrzymujace dozotadkowo rozpuszczalnik (0,9% sol fizjologiczng) charakteryzowata
wzrostowa tendencja do wydalania moczu w czasie doswiadczenia przewlekltego,

natomiast nie jest to zmiana statystycznie znamienna.
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Ryc. 14 Srednie dobowe wydalanie moczu + SEM w grupie szczuréw SHR 6-
tygodniowych po dozotgdkowym podaniu dobowej dawki badanych zwigzkow w dniu 0
(D0), 7 (D7) i 14 (D14): S - soli fizjologicznej (0,9%, n=6), RIY (Arginina-Izoleucyna-
Tyrozyna — 7,5 mg/kg;, n=6); VWIS (Walina-Tryptofan-Izoleucyna-Seryna-12,5 mg/kg;
n=>5); *p<0,05 vs DO.

Na Ryc. 15 pokazano zmiany w dobowym spozyciu wody u szczuréw bedacych
we wczesnej fazie rozwoju nadcisnienia tetniczego (6-tygodniowe SHR) pod wptywem
badanych zwigzkéw lub ich rozpuszczalnika podawanego dozotadkowo, codziennie
przez 14 dni. Istotny statystycznie wzrost spozycia wody zaobserwowano tylko w
grupie szczurdw kontrolnych po 14 dniach podawania w stosunku do dnia 0.

Zaobserwowano tendencj¢ wzrostowa spozycia wody w grupie szczurdw
otrzymujacych dozotadkowo peptyd VWIS w czasie 6 godzin od podania peptydu
(D0:3+1; D7:4+1; D14:5£1%*; *p=0,068 D14 vs DO0).
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Ryc. 15 Dobowe spozycie wody = SEM w grupie szczurow SHR 6-tygodniowych po
dozotgdkowym podaniu dobowej dawki badanych zwigzkow w dniu 0 (D0), po 7 (D7) i
14 (D14): soli fizjologicznej (0,9%,; n=35), RIY (Arginina-Izoleucyna-Tyrozyna — 7,5
mg/kg, n=5); VWIS (Walina-Tryptofan-Izoleucyna-Seryna-12,5 mg/kg; n=5); *p<0,05
vs DO.

Istotny statystycznie wzrost wydalania substancji osmotycznie czynnych
obserwowano w grupach szczurow bedacych we wczesnej fazie rozwoju nadci$nienia
po dozotadkowym podaniu badanych peptydow (RIY- DI14: 9,74+0,72 vs DO:
5,36+0,56; VWIS- DI14: 10,144+0,45 vs DO: 6,49+0,45 pOsm/min; p<0,05). Istotne
obnizenie stgzenia jondw potasu w o0soczu obserwowano w grupie SzczurOw
otrzymujacych peptyd RIY (DO: 5,18+0,25; D7: 4,84+0,09*; D14: 4,1540,13* mmol/l;
*p<0,05 vs D0); w grupie szczuréw kontrolnych (DO: 5,21+£0,16; D7: 4,02+0,72; D14:
4,19+0,17# mmol/l; #p<0,07) obserwowano tendencje w tym samym kierunku (Aneks:
TABELA VI).

SHR 16-tygodniowe po dozylnym podaniu badanych zwiazkéw

Na Ryc. 16 przedstawiono zmiany w wydalaniu moczu u szczurow bedacych w
ustalonej fazie nadcisnienia tetniczego (16-tygodniowe SHR) pod wptywem badanych
zwigzkow lub ich rozpuszczalnikéw podawanych dozylnie, codziennie przez 14 dni. W
grupie szczuroOw otrzymujacych peptyd RIY zaobserwowano statystycznie istotny

wzrost wydalania moczu po 14 dniach podawania w poréwnaniu do dnia 0.
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Ryc. 16 Srednie dobowe wydalanie moczu + SEM w grupie SHR 16-tygodniowych po
dozylnym podaniu dobowej dawki badanych zwigzkow w dniu 0 (D0), po 7 (D7) i po 14
(D14) dniach traktowania: CH — chymostatyng (n=13), DMSO (0,05 %
dimetylosulfotlenek;, n=10), solg fizjologiczng (0,9%, n=9), RIY (Arginina-Izoleucyna-
Tyrozyna — 7,5 mg/kg, n=6); VWIS (Walina-Tryptofan-Izoleucyna-Seryna-12,5 mg/kg;
n=6), *p<0,05 vs DO.

Na Ryc. 17 przedstawiono zmiany w dobowym spozyciu wody u szczurdéw
bedacych w ustalonej fazie nadcis$nienia tetniczego (16-tygodniowe SHR) pod
wplywem badanych zwigzkéw Iub ich rozpuszczalnikow podawanych dozylnie,
codziennie przez 14 dni. W grupie szczurOw otrzymujacych peptyd RIY
zaobserwowano istotny statystycznie wzrost spozycia wody zaréwno po 7 jak 1 po 14
dniach podawania. Znamienny statystycznie wzrost spozycia wody zanotowano rowniez

po 7 dniach podawania 0,9% soli fizjologicznej w porownaniu z dniem 0.
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Ryc. 17 Srednie dobowe spozycie wody + SEM w grupie szczuréow (SHR 16-
tygodniowych) po dozylnym podaniu dobowej dawki badanych zwigzkow: CH —
chymostatyny (n=12), DMSO (0,05 % dimetylosulfotlenek; n=9), soli fizjologicznej
(0,9%,; n=7), RIY (Arginina-Izoleucyna-Tyrozyna — 7,5 mg/kg; n=6); VWIS (Walina-
Tryptofan-Izoleucyna-Seryna-12,5 mg/kg, n==6); D0 — dzien 0; D7 — dzien 7; D14 —
dzien 14, *p<0,05 vs DO.

W grupie szczurdw dorostych obserwowano obnizenie st¢zenia substancji osmotycznie
czynnych w osoczu po dozylnym podaniu chymostatyny (D0: 307+1; D7: 302+2; D14:
297+£3* mmol/l; *p<0,05 vs DO), peptydu RIY (DO: 306+4; D7: 304+1; D14: 302+296*
mmol/l; *p<0,05 vs DO) 1 VWIS (DO0: 313+1; D7: 308+1; D14: 302+2*# mmol/l;
*<p<0,05 vs DO; #p<0,05 vs D7). Szczury otrzymujace w infuzji dozylnej chymostatyne
1 jej rozpuszczalnik charakteryzowal nizszy poziom sodu w osoczu po 14 dniach ich
podawania w poréwnaniu do dnia. Podanie peptydu VWIS spowodowato wzrost Pna w
tej grupie wiekowej, natomiast RIY pozostat bez wplywu na parametry osocza (Aneks:
TABELA VII). Wydalanie jonéw sodu w moczu istotnie wzrosto po DMSO bedacym
kontrolg dla chymostatyny (Ryc. 18; Aneks: TABELA VIII). W grupie szczurdéw
otrzymujacych sol fizjologiczng wystgpita tendencja do obnizenia wydalania jonow

potasu (wynik nieznamienny statystycznie).
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Ryc. 18 Srednie dobowe wydalanie jonéw sodu = SEM w grupie SHR 16-tygodniowych
po dozylnym podaniu dobowej dawki badanych zwigzkow w dniu 0 (D0), po 7 (D7) i po
14 (DI14) dniach traktowania: CH - chymostatyng (n=13), DMSO (0,05 %
dimetylosulfotlenek; n=10), solq fizjologiczng (0,9%, n=9), RIY (Arginina-Izoleucyna-
Tyrozyna — 7,5 mg/kg; n=6); VWIS (Walina-Tryptofan-Izoleucyna-Seryna-12,5 mg/kg;
n=06);*p<0,05 vs DO; #p<0,05 vs D7.

SHR 16-tygodniowe po dozoladkowym podaniu badanych zwigzkéw

Na Ryc. 19 przedstawiono $rednig diurez¢ dobowg u szczuréw bedacych w
ustalonej fazie nadci$nienia tetniczego (16-tygodniowe SHR) pod wptywem badanych
zwigzkoéw lub ich rozpuszczalnika podawanych dozotadkowo, codziennie przez 14 dni.
W tym przypadku zaobserwowano znamienny statystycznie wzrost wydalania moczu po
14 dniach podawania dozotadkowo soli fizjologicznej w poréwnaniu do dnia 0. W dniu
14 zaobserwowano istotnie nizsze $rednie dobowe wydalanie moczu w grupie szczurow

otrzymujacych badane peptydy w porownaniu do grupy kontrolne;.
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Ryc. 19 Srednie dobowe wydalanie moczu + SEM, w grupie szczuréw SHR 16-
tygodniowych po dozylnym podaniu dobowej dawki badanych zwigzkow: S - soli
fizjologicznej (0,9%,; n=6), RIY (Arginina-Izoleucyna-Tyrozyna — 7,5 mg/kg, n=6);
VWIS (Walina-Tryptofan-Izoleucyna-Seryna-12,5 mg/kg;, n=35); D0 — dzien 0; D7 —
dzien 7; D14 — dzien 14; *p<0,05 vs D0, #p<0,05 vs S.

Na Ryec. 20 pokazano zmiany w dobowym spozyciu wody u szczurow bedacych
w ustalonej fazie nadci$nienia t¢tniczego (16-tygodniowe SHR) pod wplywem
badanych zwigzkéw lub ich rozpuszczalnikow podawanych dozotadkowo, codziennie
przez 14 dni. Nie zaobserwowano zadnych istotnych statystycznie roznic w trakcie

chronicznego podawania.
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Ryc. 20 Dobowe spozycie wody (srednia = SEM) w grupie szczurow 16-tygodniowych
po dozolgdkowym podaniu dobowej dawki badanych zwigzkow w dniu 0 (D0), po 7
(D7) i 14 (DI14) dniach traktowania: solg fizjologiczng (0,9%, n=6), RIY (Arginina-
Izoleucyna-Tyrozyna — 7,5 mg/kg; n=6); VWIS (Walina-Tryptofan-Izoleucyna-Seryna-
12,5 mg/kg; n=>5).

Wydalanie substancji osmotycznie czynnych wzrosto statystycznie istotnie w
kazdej z grup (S- DO: 8,4+2,6; D7: 11,3+1,8; D14: 9,9+1,0*; RIY- D0: 7,9+1,7; D7:
11,4£1,0; D14: 11,2+1,6*; VWIS- DO0: 6,0+0,7; D7: 9,842,5; D14: 9,94+1,3* nOsm/min;
*p<0,05 vs DO0). Tylko w grupie szczuréw kontrolnych tj. otrzymujacych sol
fizjologiczng wzrosto wydalanie jonéw sodu (p=0,07) i jonéw potasu (DO: 0,85+0,27;
D7: 1,2240,08; D14: 1,594+0,29* pmol/min; *p<0,05 vs DO0). W tej samej grupie
szczuréw obserwowano takze istotne obnizenie st¢zenia jondéw sodu (DO: 152,50+6,18;
D7: 150,75+2,50; D14: 139,25+1,65* mmol/l; *p<0,05 vs DO) i potasu (DO0: 4,54+0,15;
D7: 4,36+0,14; D14: 3,64+0,18* mmol/l; *p<0,05 vs DO) w osoczu. Tendencje do
obnizania si¢ st¢zenia jonOW potasu w osoczu juz po 7 dniach obserwowano w grupie
szczuréw otrzymujacych dozotadkowo peptyd VWIS; ta tendencja utrzymywata si¢ do

konca doswiadczenia.
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3.2.3. Wplyw badanych zwiazkow na tempo wydalania azotanow i

azotynow

W Tabeli 1 przedstawiono dane dotyczace tempa wydalania azotanow i
azotynOw w grupie szczurdw we wczesnej fazie rozwoju nadci$nienia otrzymujacych
dozylnie badane zwigzki w do$wiadczeniu chronicznym. W grupie szczurow
otrzymujacych DMSO zaobserwowano wyzsze tempo wydalania azotanéw i azotynow
w porownaniu do dnia 0; zmiana ta byla bliska istotnosci statystycznej (p=0,06). W
pozostatych grupach nie zaobserwowano statystycznie znamiennych réznic. Warto
podkresli¢, ze w dniu 0 (wszystkie szczury otrzymywaly sél fizjologiczng) wartosé

tempa wydalania azotanéw 1 azotyndw byta podobna.

Tabela 1 Tempo wydalania azotanow 1 azotyndw (NOx) w grupie szczuréw 6-
tygodniowych po dozylnym podaniu badanych zwigzkéw w dniu 0 (DO0), po 7 (D7) 1 14
(D14) dniach traktowania.

CH DMSO S RIY VWIS
(n=6) (n=6) (n=5) (n=5) (n=5)
DO  0,04+0,01 0,04+0,01 0,03+0,01 0,04+0,01  0,03+0,01
NOx
. D7  0,06+0,01 0,07+0,01 0,05+0,01 0,04+0,01 0,04+0,01
[mmol/min]

D14 0,06+0,01  0,08+0,02# 0,04+0,01 0,05+0,01  0,03+0,01

CH — chymostatyna;, DMSO — dimetylosulfotlenek;, S — sol fizjologiczna; RIY -
Arginina-Izoleucyna-Tyrozyna, VWIS - Walina-Tryptofan-Izoleucyna-Seryna, #p=0,06
vs DO.

W Tabeli 2 przedstawiono dane dotyczace tempa wydalania azotanow i
azotynow w grupie szczuroOw bedacych w ustalonej fazie nadci$nienia po dozylnym
podaniu badanych zwigzkéw w doswiadczeniu chronicznym. W grupie szczurdéw
otrzymujacych peptyd RIY zaobserwowano istotnie wyzsze tempo wydalania azotanow

1 azotynow.
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Tabela 2 Tempo wydalania azotanéw 1 azotynow (NOx) w grupie szczurow 16-
tygodniowych po dozylnym podaniu badanych zwigzkéw w dniu 0 (DO0), po 7 (D7) 1 14
(D14) dniach traktowania.

CH DMSO S RIY VWIS
(n=8) (n=5) (n=4) (n=5) (n=5)
DO 0,04+0,01 0,05+0,01 0,06+0,01 0,05+0,01 0,05+0,01
NOx
[mmol/min] 0,03+0,01 0,04+0,02 0,05+0,01 0,06+0,02 0,04+0,0

D14 0,04+0,01 0,04+0,01 0,04+0,01 0,12+0,02*# 0,05+0,01

CH — chymostatyna;, DMSO — dimetylosulfotlenek;, S — sol fizjologiczna; RIY -
Arginina-Izoleucyna-Tyrozyna, VWIS - Walina-Tryptofan-Izoleucyna-Seryna; *p<0,05
vs DO #p<0,05.

3.2.4. Wyniki obrazowania nerki metodq rezonansu magnetycznego

Obrazowanie metoda rezonansu magnetycznego to nieinwazyjna metoda
pomiaru przeptywu krwi przez warstwy nerki w trakcie trwajacego doswiadczenia
chronicznego. Podjeto probe opisania tempa perfuzji nerki za pomoca opracowanej w
Srodowiskowym Laboratorium Rezonansu Magnetycznego Matych Zwierzat (Centrum
Medycyny Doswiadczalnej CePT) metody, w ktoérej zdefiniowano i opisano parametr
spread (mierzony w sekundach, s). Spread to parametr opisujacy czas przebywania
kontrastu w danej warstwie nerki (kora, rdzeh zewnetrzny 1 rdzen wewnetrzny). Nalezy
interpretowa¢ go w ten sposob, ze: wyzsza warto§¢ parametru oznacza dtuzszy czas
przebywania kontrastu w danej warstwie a tym samym mniejszy przeplyw krwi w danej
warstwie nerki. Obrazowanie metoda rezonansu magnetycznego wykonano wytacznie
w grupie szczurow bedacych w ustalonej fazie rozwoju nadci$nienia tetniczego. Podjeto
probe ustalenia metody dla szczurow bedacych we wezesnej fazie jego rozwoju, jednak
uzyskanie wyraznych obrazéw ze skanowania nerki okazato si¢ by¢ trudnym zadaniem,
co uniemozliwilo wiarygodng analiz¢ otrzymanych wynikéw. Brak znaczacych zmian
w cis$nieniu tetniczym krwi w tej grupie zwierzat, a takze duze koszty zwigzane z
realizacja tej czesci badan przemowity za rezygnacja z badan na tym etapie pracy.

Na Ryc. 21 przedstawiono zmiany w przeptywie krwi przez kor¢ nerki u
szczurow bedacych w ustalonej fazie nadcisnienia t¢tniczego 16-tygodniowe SHR pod

wptywem chymostatyny (CH), jej rozpuszczalnika (0,05% DMSO) i soli fizjologicznej
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(S) podawanych dozylnie, codziennie przez 14 dni. Zaobserwowano istotnie
statystycznie mniejszy przeplyw krwi w korze nerki w grupie szczurdw otrzymujacych
dozylnie chymostatyng. Nie zaobserwowano wplywu podawanych zwigzkéw na

przeptyw krwi przez rdzen zewnetrzny nerki (OMBF).

ICBF

0,5 “#
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Ryc. 21 Indeks przeplywu krwi przez kore nerki (ICBF; wartos¢ srednia + SEM) w
grupie szczurow SHR 16-tygodniowych po dozylnym podaniu dobowej dawki badanych
zwigzkow w dniu 0 (D0), po 7 (D7) i 14 (D14) dniach traktowania: CH — chymostatyng
(2 mg/kg), DMSO (0,05 % dimetylosulfotlenek), solg fizjologiczng (0,9%). *p=0,009
dzien 14 vs dzien 0; # p=0,011 CH vs DMSO.

Na Ryc. 22 przedstawiono zmiany w przeplywie krwi przez rdzen zewnetrzny
nerki u szczurow bedacych w ustalonej fazie nadci$nienia tetniczego (16-tygodniowe
SHR) pod wplywem podawanego dozylnie, codziennie przez 14 dni peptydu RIY.
Obrazowanie metoda rezonansu magnetycznego zdecydowano si¢ wykona¢ jedynie w
grupie szczuréOw otrzymujacych dozylnie peptyd RIY, poniewaz tylko w tej grupie
zwierzat obserwowano efekt obnizenia ci§nienia tetniczego krwi.

Zaobserwowano istotne statystycznie obnizenie przeptywu krwi przez rdzen
zewnetrzny nerki po 7 dniach podawania peptydu. Po 14 dniach leczenia przeptyw nie
r6éznit si¢ od poziomu rejestrowanego w dniu kontrolnym (D0). Do wykonania
obrazowania w tej grupie zwierzat zdecydowano si¢ na wydtuzenie czasu skanowania w

rezonansie magnetycznym. Krok ten postawil nam pewne ograniczenia, przez co
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mozliwe jest interpretowanie wynikow tylko w obrebie grupy. Nalezy pamigtaé, ze w
dniu 0 szczury otrzymywaly infuzj¢ dozylng 0,9% roztworu soli fizjologicznej co

pozwala na ocen¢ wplywu podawania peptydu na przeptyw krwi w nerce, w czasie, w

obrebie tej grupy).

IOMBF
20
%
15
Z 10
2 = SHR 16-RIY
)
5
0
DO D7 D14

Ryc. 22 Indeks przeptywu krwi przez rdzen zewnetrzny nerki (IOMBF,; wartos¢ Srednia
+ SEM) w grupie szczurow SHR 16-tygodniowych po dozylnym podaniu dobowej dawki
peptydu RIY (Arginina-Izoleucyna-Tyrozyna — 7,5 mg/kg; n=6) w dniu 0 (D0), po 7
(D7) i 14 (D14) dniach traktowania; *p<0,05 D14 vs DO.

Na Ryc. 23 przedstawiono zmiany przeptywu krwi przez rdzeh wewnetrzny
nerki u szczurow bedacych w ustalonej fazie nadci$nienia tetniczego 16-tygodniowe
SHR pod wptywem: chymostatyny (CH), jej rozpuszczalnika (0,05% DMSO) i 0,9%
soli fizjologicznej (S) podawanych dozylnie, codziennie przez 14 dni. Po 14 dniach
zaobserwowano istotne statystycznie obnizenie przeplywu krwi w rdzeniu
wewngetrznym nerki (wzrost warto$ci spread) w grupie szczuroOw otrzymujacych DMSO
w porownaniu do grupy szczurdéw otrzymujacych sol fizjologiczng.

W przewlektej fazie doswiadczen, zaobserwowano obnizenie przeptywu krwi w
rdzeniu wewngtrznym nerki po podaniu roztworu DMSO (rozpuszczalnika
chymostatyny); DO: 2,372+0,507; D7: 2,769+0,437; D14: 5,028+0,397*; *p<0,05 vs
DO0. W dniu 14 podawania badanych zwiazkéw, przeptyw krwi w tej czesci nerki byt
nizszy takze pomiedzy grupami CH: 2,572+0,089; DMSO: 5,028+0,397#; S:
2,869+0,063; #p<0,05 vs CH 1 S. Takiej zmiany nie obserwowano u szczurdéw

otrzymujacych chymostatyne w tym samym rozpuszczalniku co posrednio moze
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wskazywaé, ze zablokowanie chymazy ma korzystny wpltyw na ukrwienie rdzenia

wewngtrznego nerki.
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Ryc. 23 Indeks przeplywu krwi przez rdzen wewnetrzny nerki (IIMBF,; wartos¢ Srednia
+ SEM) w grupie szczurow SHR 16-tygodniowych po dozylnym podaniu dobowej dawki
w dniu 0 (D0), po 7 (D7) i 14 (D14) dniach: CH - chymostatyny (12,5 mg/kg); DMSO
(0,05 % dimetylosulfotlenek) i 0,9 % soli fizjologicznej. *p<0,05 D14 vs DO.

W Tabeli 3 zestawiono wszystkie wyniki perfuzji nerek (w trzech warstwach
nerki) uzyskane po obrazowaniu metodg rezonansu magnetycznego dla matych zwierzat
u szczuréw bedacych w ustalonej fazie nadci$nienia t¢tniczego po dozylnym podaniu
zwiazkéw: chymostatyny (CH), jej rozpuszczalnika (0,05% DMSO) i 0,9% soli
fizjologicznej (S) orazpeptydu RIY (Arginina-Izoleucyna-Tyrozyna — 7,5 mg/kg),

codziennie przez 14 dni.
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Tabela 3 Indeks przeplywu krwi przez poszczego6lne warstwy nerki.

Dzien SHR-16
Parametr doswiadczenia SHR-16 CH DMSO SHR-16 S SHR-16 RIY
DO 0,20 £0,01 0,32 + 0,05 0,28 + 0,03 0,2+0,1
(n=5) (n=4) (n=4) (n=6)
ICBF D7 0,22 £0,05 0,34 + 0,09 0,35+ 0,05 0,2+0,1
[spread, s] (n=5) (n=4) (n=4) (n=6)
D14 0,44 £ 0,05 0,22 + 0,03 0,32+ 0,08 0,2+0,1
(n=5) *# (n=4) (n=4) (n=06)
DO 4,57+ 1,84 3,46 £ 0,46 3,29+0,73 9,5+1,2
(n=5) (n=4) (n=4) (n=06)
IOMBF D7 5,42 £1,20 5,91 £1,48 7,26 +£2,28 13,4+2,2
[spread,s] (n=5) (n=4) (n=4) (n=6) *
D14 4,97 +0,61 5,52+0,43 9,25 +3,32 9,1+3,9
(n=5) (n=4) (n=4) (n=6)
DO 3,01 £0,80 2,37+0,51 3,04+0,18 13,1 £0,8
(n=5) (n=4) (n=4) (n=6)
IIMBF D7 3,32+1,44 2,77+0,44 3,22 +0,99 13,0+2,9
[spread, s] (n=5) (n=4) (n=4) (n=6)
D14 2,57 £0,09 5,03 +£0,40 2,87+ 0,06 14,6 +2,2
(n=5) ## (n=4) * (n=4) (n=6)

Wyniki przedstawiono jako wartosci Srednie + SEM; CH — chymostatyna, DMSO —
dimetylosulfotlenek; S - sol fizjologiczna, RIY - Arginina-Izoleucyna-Tyrozyna, ICBF
(indeks przepbywu krwi przez kore nerki); IOMBF (indeks przepbywu krwi przez rdzen
zewnetrzny nerki); IIMBF (indeks przeptywu krwi przez rdzen wewnetrzny nerki); D0 —
dzien 0; D7 — dzien 7; D14 — dzien 14,;*p<0,05 D14 vs D0, #p<0,05 CH vs DMSO;
##p<0,05 CH vs S i DMSO.

3.2.5. Wyniki oznaczenia biomarkerow w osoczu i moczu (Testy ELISA)

Oznaczenie stezenia biomarkeréw w moczu i1 osoczu wykonano wedhug
instrukcji zalaczonych przez producentéw. Napotkano na duze trudnosci w ich
oznaczeniu spowodowane uzyciem testow, ktore nie spetnialy deklarowanych przez
producenta parametrow, koniecznosciag wykonywania wielokrotnych powtorzen
oznaczenia dla tych samych badanych probek, duza rozbieznoscia w uzyskiwanych
wynikach oznaczenia. W grupie szczuréw miodych spowodowato to bardzo duze
utrudnienie przede wszystkim ze wzgledu na matla ilo$¢ dostgpnego osocza w tej grupie

wiekowej 1 w konsekwencji utratg materiatu (zardwno osocza jak i moczu) z powodu
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wielokrotnych powtoérzen. Podjgto probe oznaczenia wydalania albuminy (UAE) i
VEGF oraz stgzenia 8-iso-PG (8-isoprostaglandyna) w osoczu; przedstawiono jedynie

wyniki w wybranych grupach badanych (uznane za wiarygodne).

W Tabeli 4 zgromadzono wyniki dla wydalania albuminy w grupie szczuréw w
ustalonej fazie nadci$nienia po dozylnym podaniu wybranych zwigzkéw. Nie
zaobserwowano istotnych statystycznie zmian w oznaczanym parametrze.

Tabela 4 Wydalanie albuminy w grupie szczuréw 16-tygodniowych, po dozylnym
podaniu badanych zwigzkow.

SHR-16 CH SHR-16 SHR-16 S
(=6) DMSO (=5)
(n=5)
DO 0,12+0,01 0,19+0,09 0,27+0,09
UAE D7 0,10+0,01 0,19+0,05 0,21+0,05
[ng/min]
D14 0,16+0,01 0,27+0,07 0,28+0,06

Wyniki przedstawiono jako wartosci srednie + SEM; UAE wydalanie albumin;, CH —
chymostatyna;, DMSO — dimetylosulfotlene;, S — sol fizjologiczna; D0 — dzien 0; D7 —
dzien 7; D14 — dzien 14.

W Tabeli 5 przedstawiono wyniki oznaczenia 8-izoprostanu w osoczu. Nie

zaobserwowano istotnych zmian w jego stezeniu w osoczu.

Tabela 5 Stgzenie 8-izoprostanu (8-iso-PG) w osoczu w grupie szczurdw 16-
tygodniowych, po dozylnym podaniu badanych zwigzkow.

SHR 16 CH SHR 16 SHR 16 S
Osocze (n=5) DMSO (n=3)
(n=5)
DO 96,9414 88,3464 98,046.2
8-iso-PG D7 103,1+8.7 97,5480 92,6438
[pg/ml]
D14 96,0437 90,2432 87.846.6

Przedstawiono wartosci  srednie + SEM; CH — chymostatyna;, DMSO -
dimetylosulfotlenek;, S — sol fizjologiczna, D0 — dzien 0; D7 — dzien 7, D14 — dzien 14.
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W Tabeli 6 zestawiono dane st¢zenia VEGF w osoczu w grupie szczuréw
dorostych. Jedynie w przypadku soli fizjologicznej zaobserwowano najnizszy poziom
VEGF w siodmym dniu do$wiadczenia. Obnizenie nie byto jednak trwate 1 po 14
dniach obserwowano ponowny wzrost, bliski wartosci z dnia 0.

Tabela 6 Stg¢zenie VEGF w osoczu w grupie szczuréw 16-tygodniowych, po dozylnym
podaniu badanych zwigzkow.

SHR-16 SHR-16 SHR-16
Osocre CH DMSO S
(n=5) (n=5) (n=3)
DO 262.6+14.3 286.747.3 2032413
VEGF D7 274,5412,6 28524227 265.147.6%#
[ng/1]
D14 288.449.8 206.6£11,6 28674113

Wartos¢ srednia + SEM; CH — chymostatyna;, DMSO — dimetylosulfotlenek;, S — sol
fizjologiczna; DO — dzien 0; D7 - dzien 7; D14 — dzien 14, *p<0,05 vs D0O; #p<0,05 vs
DI4.

Wydalanie VEGF przedstawiono w Tabeli 7. Zaobserwowano istotne obnizenie
wydalania VEGF w grupie szczuréw kontrolnych juz po siedmiu dniach doswiadczenia
1 warto$¢ ta utrzymywata si¢ do konca eksperymentu. Szczury otrzymujace peptyd RIY
(szczury w utrwalonej fazie rozwoju nadci$nienia) charakteryzowal istotny
statystycznie wzrost wydalania VEGF w czasie trwania dwutygodniowego
doswiadczenia.

Tabela 7 Wydalanie VEGF w grupie szczuréw 16-tygodniowych, po dozylnym podaniu
badanych zwigzkow.

SHR-16 SHR-16 SHR-16 SHR-16 SHR-16

CH DMSO S RIY VWIS

(n=8) (n=5) (n=3) (n=5) (n=5)

DO 2,8+0,8 2,8+0,8 5,3+0,2 3,5+0,5 4,6+1,0

[I:;];:rfl;ifl] 2,311 45£23  2,540,3*  49+14 4,240,9

D14 2,8+1,1 5,1£2,9 2,2+0,6* 8,24+0,4* 4,3+1,2

Wartos¢ srednia + SEM; CH — chymostatyna; DMSO — dimetylosulfotlenek;, S — sol
fizjologiczna; RIY - Arginina-Izoleucyna-Tyrozyna; VWIS - Walina-Tryptofan-
Izoleucyna-Seryna; D0 — dzien 0; D7 - dzien 7; D14 — dzien 14; *p<0,05 vs DO0.
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W Tabeli nr 8 przedstawiono wyniki stezenia Ang II w osoczu i wybranych
tkankach pobranych od szczurow mlodych (we wczesnej fazie rozwoju nadcisnienia).
W sercu szczurow otrzymujacych dozylnie peptyd RIY obserwuje si¢ wyzszy poziom
Ang II w porownaniu do zwierzat otrzymujacych roztwor soli fizjologicznej. Podobng
odpowiedz wywotato dozylne podawanie peptydu VWIS i w tej grupie obserwowano
wyzsze stezenie Ang II w stosunku do kontroli (byla to warto$¢ bliska granicy
znamiennosci statystycznej p=0,07). W grupie szczurow bedacych we wczesnej fazie
rozwoju nadcisnienia obserwuje si¢ wysoki poziom Ang Il w nerce (znacznie wyzszy w
porownaniu do grupy szczuréw dorostych).

Tabela 8 Stezenie Ang II w osoczu 1 wybranych tkankach u szczuréw 6-tygodniowych
otrzymujacych badane zwigzki dozylnie.

Parametr | SHR-6 CH ]S)I;E'(‘; SHR-6S  SHR-6 RIY if%?l_g
(ﬁi,’izli) 0,38+0,06 036+0,07 0,39+0,09 055+0,10 0,48 +0,04
[ng/ml] (=2 (n=5) (n=5) (n=5) (n=6)
3‘;’;’;1) 20424704 22184774 11724235 2334+4474 22,10 +3.92

n=4 n=4 n=4 n=5 n=5
[ng/g] =4) (n=4) (n=4) (n=5) (1=5)
Ane II 0,25+0,04 0,28 £0,05
(s:fce) 0’16 + 0’01 0’15 + 0’01 0916 2= 0,06 (n=5) (n=5)

(n=5) (n=5) (n=5) p=0,055 vs p=0,070 vs
[ng/g] S ‘
(ﬁnfkg) 20,35+6,05 16,86 +7,21 17,51+6,67 25,42+5,90 14,09+5,11
[:g/g] (=) (n=4) (n=4) (n=5) (n=5)

Wartos¢ srednia £ SEM; CH — chymostatyna, DMSO — dimetylosylfotlenek; S - sol
fizjologiczna; RIY -  Arginina-Izoleucyna-Tyrozyna; VWIS -  Walina-Tryptofan-
Izoleucyna-Seryna.
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W Tabeli 9 przedstawiono wyniki st¢zenia Ang II w osoczu i wybranych
tkankach pobranych od szczuréw w ustalonej fazie nadci$nienia (SHR 16-tygodniowe)
otrzymujacych badane zwigzki dozylnie. W grupie zwierzat otrzymujacych przewlekle
chymostatyn¢ zaobserwowano istotnie statystycznie wyzsze stezenie Ang Il w osoczu w
porownaniu do grupy kontrolnej otrzymujacej dozylnie roztwoér DMSO. W przypadku
szczurdw otrzymujacych dozylnie przez 14 dni peptyd RIY st¢zenie Ang Il w osoczu
bylo istotnie nizsze w pordéwnaniu do grupy stanowigcej dla nich kontrole tj.
otrzymujacych sol fizjologiczng; w tej grupie wartosci st¢zenia Ang Il dla serca byly
réwniez wyraznie nizsze niz w pozostatych. Zaobserwowano takze, ze w grupach
szczurdw, ktorym podawano dozylnie peptydy, st¢zenie Ang Il w aorcie byto znacznie
wyzsze niz w grupie kontrolnej czy po leczeniu CH (wynik statystycznie istotny w
poréwnaniu do kontroli zanotowano jedynie w przypadku grupy, ktora otrzymywata
peptyd VWIS; w grupie szczuréw otrzymujacych peptyd RIY stezenie Ang II w aorcie
byto wyzsze, cho¢ nieznamiennie statystycznie). Stezenie Ang Il w nerce w grupach
szczuréw chronicznie otrzymujacych badane peptydy bylo istotnie nizsze w poréwnaniu
do grupy szczuréw kontrolnych (wynik istotny statystycznie) natomiast u zwierzat

otrzymujacych chymostatyne poziom ten byt znamiennie wyzszy.
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Tabela 9 Stezenie Ang II w osoczu 1 wybranych tkankach u szczuréw 16-tygodniowych
otrzymujacych badane zwiazki dozylnie.

Parametr | SHRI6CH Ul SHR-16S SHR-IGRIY  aieid
(ﬁsl:,gczli) 0,50+0,07  026+0,04 039+0,06  034+0,03  047=0,03
= = S = skk =
[ng/ml] (n=5) # (n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
g‘;ftg 11864118 1558+ 12084182 4616+1968 o
=7 434 (n=6 6 s ,
[ng/g] o= ey ) (n=) (n=5) *
éz;gcg 021+£003 0,18£0,02 0,130,022  0,10£0,01  0,14=0,01
n=6 n=6 n=6 e n=6
ing/e] (=) (=) =9 (n=6) (n=6)
fﬁszf) 1,60£034  1,05£006 1,32%£009 093007  0,76+0,06
(n=5) # (n=6) (n=5) (n6) * (06 *
[ng/g]

Wartos¢ srednia + SEM; CH-chymostatyna, DMSO — dimetylosulfotlenek; S - sol

fizjologiczna;

RIY -

89

Arginina-Izoleucyna-Tyrozyna;
Izoleucyna-Seryna; *p<0,05 vs S; #p<0,05 vs DMSO; **p<0,05 vs VWIS.

VWIS -

Walina-Tryptofan-



3.3. Doswiadczenia ostre

3.3.1. Wplyw podawanych substancji na ciSnienie krwi tetniczej i

parametry hemodynamiczne nerek

W kazdej z grup szczurdw po zakonczeniu doswiadczenia chronicznego cze$¢
zwierzat poddawano obserwacji w doswiadczeniu ostrym (terminalnym). W trakcie
takiej obserwacji rejestrowano parametry krazeniowe nerki, ci$nienie krwi tetniczej oraz
wydalanie nerkowe. Po analizie zgromadzonych danych zdecydowano si¢ na

przedstawienie wynikow z pierwszego okresu (30 min) wlasciwego pomiaru.

W grupie szczuréw bedacych we wcezesnej fazie rozwoju nadci$nienia nie
zaobserwowano statystycznie istotnych zmian w mierzonych parametrach u zwierzat,
ktore otrzymywaty w doswiadczeniu chronicznym badane zwigzki w infuzji dozylnej
(Tabela 10). Niestety z powodoéw technicznych liczebnos$ci dotyczace pomiaru
niektorych parametréw (przede wszystkim pomiaru przeptywu krwi przez konczyng
dolng) sa na tyle niskie, ze utrudniajg rzetelng interpretacje uzyskanych wynikéw. Z
powodu odmiennego pomiaru ci$nienia tetniczego krwi u zwierzat w doswiadczeniu
ostrym, wptywu narkozy oraz mozliwej r6znej wrazliwosci zwierzat na narkoze nie
podjeto si¢ poroéwnania wartosci MBP uzyskanego w tych doswiadczeniach z
warto$ciami uzyskanymi w 14 dniu doswiadczenia chronicznego u zwierzat

czuwajacych.

W grupie szczuréw otrzymujacych chymostatyne zaobserwowano istotnie
statystycznie nizszy przeptyw krwi przez kore nerki (CBF) w poréwnaniu do grupy
kontrolnej. Przeptyw krwi w tym obszarze nerki byt najnizszy sposrod wszystkich grup
zwierzat we wczesne] fazie rozwoju nadci$nienia po dozylnym podaniu badanych

zZwiazkow.
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Tabela 10 Cisnienie krwi tetniczej i przeplyw krwi przez poszczegdlne warstwy nerki po
dozylnym podaniu badanych zwigzkow szczurom we wczesnej fazie rozwoju
nadcisnienia.

Parametr SHR-6 CH IS)I;;;'S SHR-6S  SHR-6 RIY %Igfl'g
148 + 6 164 +5 153 + 10 167+ 5 15148

MBP [mmHg] (n=9) (n=4) (n=4) (n=4) (n=5)
HR [bpm] 377 £21 393 £21 379 £ 17 385 + 26 395+ 14

pm (n=9) (n=4) (n=4) (n=4) (n=5)
31407 37403 3.0+ 17 30403 27405

o -1 ) B B ) ) > b > B )

IBE [ml min”] (n=3) (n=2) (n=3) (n=4) (n=5)
40403 41410 40408 42407 3.840.8

s -1 ) > B B ) > > > B )

RBF [ml min~] (n=9) (n=4) (n=4) (n=4) (n=5)
461 £22% 508452 655 £ 79 617 + 33 491 + 42

CEF [PU] (n=9) (n=4) (n=4) (n=4) =5
166 + 15 193 + 41 181 + 46 228 + 64 154411

OMBF [PU] (n=9) (n=4) (n=4) (n=4) (n=5)
100 + 18 105 + 16 152 + 16 109 + 39 117 £ 36

IMBE [PUI (n=9) (n=4) (n=4) (n=4) (n=5)

Wartos¢ srednia + SEM; MBP (Srednie cisnienie krwi tetniczej); HR (czestos¢ skurczow
serca); IBF (przepbyw krwi przez tetnice biodrowg); RBF (przeplyw krwi przez tetnice
nerkowq); CBF (przeplyw krwi przez kore nerki); OMBF (przeptyw krwi przez rdzen
zewnetrzny nerki);, IMBF (przeplyw krwi przez rdzen wewnetrzny nerki); *p<0,05 vs S.

W Tabeli 11 przedstawiono wyniki z do$wiadczen ostrych wykonanych u
szczurOw po chronicznym do$wiadczeniu, w ktérym szczury 6-tygodniowe
otrzymywaty przez 14 dni badane zwigzki droga dozotadkowa. W tej grupie zwierzat

réwniez nie zaobserwowano istotnych statystycznie réznic w mierzonych parametrach.
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Tabela 11 Cisnienie krwi tetniczej i przeplyw krwi przez warstwy nerki po
dozolgdkowym podaniu badanych zwigzkow u szczurow bedgcych w  fazie
przednadcisnieniowej.

Parametr SHR-6 S SHR-6 RIY SHR-6 VWIS
MBP [mmHg] 164 + 6 (n=3) 187 + 12 (n=3) 163 £ 7 (n=5)
HR [bpm] 376 £ 21 (n=3) 402 £+ 35 (n=3) 346 + 62 (n=5)
IBF [ml min™] 2,4+ 0,5 (n=3) 2,4+ 0,6 (n=3) 2,2+0,3 (n=5)
RBF [ml min™] 44+ 04 (n=3) 4,2+ 0,7 (n=3) 4,2+ 0,5 (n=5)

CBF [PU]

686 + 60 (n=3)

642 + 35 (n=3)

680 + 73 (n=5)

OMBF [PU]

340 + 90 (n=3)

283 + 120 (n=3)

216 + 45 (n=5)

IMBF [PU]

133 + 28 (n=3)

103 + 13 (n=3)

90 + 17 (n=5)

Wartos¢ srednia = SEM; MBP (Srednie cisnienie krwi tetniczej); HR (czestos¢ skurczow
serca); IBF (przeptyw krwi przez tetnice biodrowg); RBF (przeplbyw krwi przez tetnice
nerkowq); CBF (przepbyw krwi przez kore nerki); OMBF (przeplyw krwi przez rdzen
zewnetrzny nerki);, IMBF (przeplyw krwi przez rdzen wewnetrzny nerki).

W Tabeli 12 przedstawiono wyniki z doswiadczen ostrych wykonanych u
szczurOw po chronicznym doswiadczeniu, w ktorym szczury 16-tygodniowe
otrzymywaty przez 14 dni badane zwiazki drogg dozylng. W tej grupie zwierzat
roOwniez nie zaobserwowano istotnych statystycznie réznic w mierzonych parametrach.
Po dozylnym podaniu badanych peptydéw zaobserwowano wyzszy przeptyw krwi
przez kore nerki w pordwnaniu do szczuréw kontrolnych; z kolei w grupie otrzymujacej
VWIS zar6wno OMBF jak i IMBF byly najnizsze, cho¢ zmiany te nie byty
statystycznie istotne. Zaobserwowano silng tendencje (p=0,07) do obnizenia przez
chymostatyne¢ przeptywu krwi przez rdzen wewngtrzny nerki w porownaniu do kontroli

(DMSO).
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Tabela 12 Cisnienie krwi tetniczej i przeptyw krwi przez warstwy nerki po dozylnym
podaniu badanych zwigzkow szczurom w ustalonej fazie nadcisnienia (SHR 16).

SHR-16 SHR-16 SHR-16
Parametr SHR-16 CH DMSO SHR-16 S RIY VWIS
MBP 165+ 8 165 =5 179 = 10 181+ 12 186 = 6
[mmHg] (n=12) (n=10) (n=6) (n=6) (n=6)
HR bpm] | 37822 347 £ 18 356+ 12 317437 333423
P (n=11) (n=10) (n=6) (n=6) (n=6)
IBF [ml 34403 34404 2,9+ 0,4 2,9+ 1,0 2.8+02
min] (n=10) (n=10) (n=7) (n=6) (n=6)
RBF [ml | 7,840 8,0+ 0,8 76408 74+1,0 8.2+ 1,0
min] (n=12) (n=10) (n=7) (n=6) (n=6)
469 £ 66 485 + 42 409 = 37 505 + 46 549 + 72
L (n=6) (n=3) (n=4) (n=6) (n=6)
195 = 14 210 429 220427 211+ 46 168 = 30
OMBF [PU] | 1y (n=7) (n=7) (n=6) (n=6)
126 = 13 177422 164+ 19 176 + 46 110+27
L ey @=7) @=7 (n=6) (n=6)

Wartos¢ srednia = SEM; MBP (Srednie cisnienie krwi tetniczej); HR (czestos¢ skurczow
serca); IBF (przeplyw krwi przez tetnice biodrowg);, RBF (przeplyw krwi przez tetnice
nerkowq); CBF (przeplyw krwi przez kore nerki); OMBF (przeptyw krwi przez rdzen
zewnetrzny nerki); IMBF (przeptyw krwi przez rdzen wewnetrzny nerki); #p=0,07vs
DMSO.

W Tabeli 13 przedstawiono wyniki z doswiadczen ostrych wykonanych u
szczurow 16-tygodniowych po dozolagdkowym podawaniu badanych zwigzkow.
Szczury otrzymujace dozoladkowo peptyd RIY charakteryzowat istotnie wyzszy
poziom ci$nienia tetniczego krwi w poroéwnaniu do szczurow kontrolnych. Szczury tej
grupy charakteryzowat rowniez istotnie wigkszy przeplyw krwi przez tetnice nerkows
oraz przez rdzen wewnetrzny nerki w porownaniu do zwierzat otrzymujacych peptyd
VWIS. W przypadku szczurdw otrzymujacych chronicznie przez 14 dni peptyd VWIS

warto$¢ cisnienia te¢tniczego krwi byta takze wyzsza w poréwnaniu do grupy kontrolne;j,
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ale wynik ten nie byl istotny statystycznie. Wydaje si¢, ze peptyd RIY ma bardziej
korzystny wptyw na ukrwienie nerki niz peptyd VWIS. Grupa szczuréw otrzymujaca
ten tetrapeptyd charakteryzowala si¢ duzo nizszym przeptywem krwi przez rdzen
wewnetrzny nerki takze w stosunku do grupy kontrolnej, cho¢ brak jest tutaj
znamiennosci statystyczne;.

Tabela 13 Cisnienie krwi tetniczej i przeplyw krwi przez warstwy nerki po
dozolgdkowym podaniu badanych zwigzkow szczurom w ustalonej fazie nadcisnienia

(SHR 16).

Parametr SHR-16 S SHR-16 RIY SHR-16 VWIS
MBP [mmHg] 156 £ 10 (n=5) 195 £ 6 (n=6) * 175 £ 10 (n=4)
HR [bpm] 340 £ 23 (n=5) 353 £26 (n=6) 292 £29 (n=4)
IBF [ml min™] 3,7+ 0,9 (n=4) 3,3+ 0,7 (n=6) 3,0+ 0,3 (n=4)
RBF [ml min™] 6,8 £ 0,5 (n=5) 82+0,7 (n=6)# 52+ 1,5 (n=4)

CBF [PU]

645 £ 91 (n=5)

617 £ 96 (n=5)

482 + 100 (n=4)

OMBF [PU]

173 + 10 (n=5)

197 + 36 (n=6)

143 + 20 (n=4)

IMBF [PU]

130 + 21 (n=5)

148 + 19 (n=6) ##

75 + 14 (n=4)

Wartos¢ srednia + SEM; MBP (Srednie cisnienie krwi tetniczej); HR (czegstos¢ skurczow
serca); IBF (przepbyw krwi przez tetnice biodrowg); RBF (przeplyw krwi przez tetnice
nerkowq); CBF (przepbyw krwi przez kore nerki); OMBF (przeplyw krwi przez rdzen
zewnetrzny nerki); IMBF (przeplyw krwi przez rdzen wewnetrzny nerki); *p<0,05 vs S;
#p=0,07vs VWIS, ##p<0,05 vs VWIS.
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3.3.2. Wplyw podawanych substancji na tempo filtracji klebuszkowej

We wszystkich badanych grupach tempo filtracji kl¢buszkowej wyrazano w
przeliczeniu na gram nerki by mozliwe bylo porownanie absolutnych wartosci tego

parametru u zwierzat w r6znym wieku (SHR-6 1 SHR-16).

Na Ryc. 24 przedstawiono tempo filtracji kigbuszkowej (GFR) mierzone w
doswiadczeniach ostrych w grupach szczurow 6-tygodniowych, otrzymujacych w
chronicznym do$wiadczeniu dozylnie przez 14 dni badane zwiazki. W tej grupie

zwierzat nie zaobserwowano istotnych statystycznie zmian w mierzonych parametrach.

GFR
0,6
0,5
| 1 OCH (n=5)
= 04 [ EDSMO (n=4)
E03 oS (n=4)
E 0 = RIY (n=5)
’ BVWIS (n=5)
0,1
0

Ryc. 24 Tempo filtracji kiebuszkowej (GFR) w grupie szczurow SHR 6-tygodniowych
(srednia = SEM) otrzymujgcych dozylnie w trakcie doswiadczenia chronicznego: CH —
chymostatyne (2 mg/kg), DMSO — 0,05% dimetylosulfotlenek, S — sol fizjologiczng, RIY
— (Arginina-Izoleucyna-Tyrozyna, 7,5 mg/kg); VWIS (Walina-Tryptofan-Izoleucyna-
Seryna; 12,5 mg/kg).

95



Na Ryc. 25 przedstawiono tempo filtracji kigbuszkowej mierzone w
doswiadczeniach ostrych w grupach szczurow 6-tygodniowych, ktore otrzymywaty
dozotadkowo w chronicznym doswiadczeniu (14 dni) badane zwigzki. W tej grupie

zwierzat nie zaobserwowano istotnych statystycznie zmian w mierzonych parametrach.

GFR
0,3
@ 0.2 OS (n=4)
§ BRIY (n=5)
= 0.1 B VWIS (n=5)
0

Ryc. 25 Tempo filtracji kiebuszkowej (GFR) w grupie szczurow SHR 6-tygodniowych
(srednia = SEM) otrzymujgcych dozotgdkowo w trakcie doswiadczenia chronicznego: S
— 5ol fizjologiczng, RIY — (Arginina-Izoleucyna-Tyrozyna; 7,5 mg/kg);, VWIS (Walina-
Tryptofan-Izoleucyna-Seryna, 12,5 mg/kg).

Na Ryc. 26 przedstawiono tempo filtracji kigbuszkowej (GFR) mierzone w
doswiadczeniach ostrych w grupach szczuréw 16-tygodniowych SHR, otrzymujacych
w chronicznym doswiadczeniu dozylnie przez 14 dni badane zwiazki. W tej grupie
zwierzat zaobserwowano istotnie obnizenie tempa filtracji kigbuszkowej po dozylnym
podaniu CH w pordwnaniu do zwierzat otrzymujagcych DMSO (kontrola dla
chymostatyny) oraz s6l fizjologiczna.
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GFR

1,5
o | OCH (n=8)
E 1.0 - EDMSO (n=9)
3 ; 06l fiz. (n=7)
BVWIS (n=4)
0,5 mRIY (n=6)
0

Ryc. 26 Tempo filtracji klebuszkowej (GFR) w grupie szczurow SHR 16-tygodniowych
(srednia = SEM) otrzymujgcych dozylnie w trakcie doswiadczenia chronicznego: CH —
chymostatyne (2 mg/kg), DMSO — 0,05% dimetylosulfotlenek, S — sol fizjologiczng, RIY
— (Arginina-Izoleucyna-Tyrozyna, 7,5 mg/kg); VWIS (Walina-Tryptofan-Izoleucyna-
Seryna, 12,5 mg/kg); *p<0,05 vs S; #p<0,05 vs DMSO.

Na Ryc. 27 przedstawiono tempo filtracji kiebuszkowej (GFR) mierzone w
do$wiadczeniach ostrych w grupach szczuréow 16-tygodniowych, otrzymujacych w
chronicznym do$wiadczeniu dozotagdkowo przez 14 dni badane zwigzki.
Zaobserwowano istotne statystycznie wyzsze tempo filtracji kigbuszkowej po podaniu
peptydu RIY w porownaniu do grupy kontrolnej. W grupie zwierzat otrzymujacej drugi
z badanych peptydow (VWIS)  obserwowano istotnie nizsze tempo filtracji

ktgbuszkowej w poréwnaniu z kontrola, a takze peptydem RIY.
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Ryc. 27 Tempo filtracji ktebuszkowej (GFR) w grupie szczurow SHR 16-tygodniowych,
(srednia + SEM) otrzymujqcych dozolgdkowo w trakcie doswiadczenia chronicznego: S
— 5ol fizjologiczng, RIY — (Arginina-Izoleucyna-Tyrozyna; 7,5 mg/kg);, VWIS (Walina-
Tryptofan-Izoleucyna-Seryna; 12,5 mg/kg); *p<0,05 vs S; #p<0,05 vs RIY.

3.3.3. Wplyw podawanych substancji na morfologi¢ nerek

Ocene¢ morfologii nerek przeprowadzono na podstawie preparatow (nerki)
wybarwionych hematoksyling 1 eozyng oraz barwnikiem van Giesona. Nie
zaobserwowano wyraznych roznic w obrazie mikroskopowym nerek pomigdzy
badanymi grupami zwierzat. Z tatwos$cia dato si¢ wyrdzni¢ trzy warstwy nerki: korg
oraz rdzen zewngetrzny i wewnetrzny.

Kora nerki szczurow SHR charakteryzowata si¢ prawidtowo uporzadkowang
strukturg z nielicznymi ubytkami tkanki w grupie szczurow mlodych oraz czgsciej
wystepujacymi przerzedzeniami w grupie szczur6w dorostych. Kanaliki nerkowe w tym
obszarze wydawaly si¢ by¢ lekko poszerzone w kazdej z badanych grup. Pojedynczo w
grupach szczuréw dorostych pojawity sie¢ mocno uszkodzone struktury kory nerki (w
jednym przypadku po dozylnym podaniu roztworu DMSO zaobserwowano liczne
uszkodzone kanaliki z lokalnymi ubytkami komorek; w dwoéch przypadkach po
dozylnym podaniu soli fizjologicznej zaobserwowano liczne uszkodzenia kanalikéw lub
ich poszerzenie, a takze liczne uszkodzenia kil¢buszkow nerkowych; w dwoch

przypadkach w grupie szczurow otrzymujacych dozotadkowo peptyd RIY widoczne
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byty liczne uszkodzenia kl¢buszkéw, ubytki tkanki $rédmigzszu oraz poszerzone
kanaliki).

Rdzen nerki wykazywat uporzadkowang struktur¢ w kazdej z omawianych grup.
Kanaliki nerkowe oraz naczynia przebiegaly w nim réwnolegle, zbiegajac w dot do
brodawki nerkowej, a nastgpnie wracajac w regularny sposob w gore, do kory. Wyrazne
rozgraniczenie pomi¢dzy zewnetrznym a wewnetrznym obszarem rdzenia bylo tatwo
zauwazalne w obrazie mikroskopowym. Sciany grubych odcinkéw kanalikow
ztozonych z komorek o morfologii zblizonej do korowych odcinkéw kanalikow
(komoérki sze$cienne z centralnie polozonym okraglym jadrem). Cienkie odcinki
kanalikow charakteryzowaty komorki o objetosci znacznie mniejszej niz komorki $cian
grubego odcinka, z potozonym peryferyjnie jadrem o ksztalcie lekko wydtuzonym,
przypominajagcym w przekroju sptaszczone koto.

Zdecydowano si¢ réwniez na oszacowanie indeksu uszkodzenia kigbuszkow
[74], ktore wykonano wykorzystujac skrawki nerek wybarwione hematoksyling i
eozyng. Na preparacie kazdej nerki wybrano losowo pigcédziesiat kiebuszkow, ktore
nastepnie zostaly oszacowane pod mikroskopem $wietlnym (obrazy w powigkszeniu
200x, fluorescencyjny mikroskop odwrécony Axiovert 25 z kamerg cyfrowa Axiocam
MRc 5 i oprogramowaniem Axio Vision w wersji 4.8.2; Carl Zeiss Microscopy,
Thornwood, NY, USA) wg potilosciowej skali uszkodzenia: stopien 0 — caty kigbuszek
prawidlowy, 1 — uszkodzone do 25% powierzchni kigbuszka, 2 — uszkodzenie w
granicach 25-50% powierzchni kigbuszka, 3 — uszkodzenie w granicach 50-75%
powierzchni kigbuszka, 4 — uszkodzone 75-100% kigbuszka. Indeks uszkodzenia

ktebuszkéw (GSI) policzono wedtug wzoru:

GSI=[(I1xm)+2xn)+Bxn3)+(4xn4)]/(no+n;+n2+n3+ng),

gdzie nx jest liczba kiebuszkéw w kazdym ze stopni zniszczenia.

Analiza zebranych wynikow (Tabela 14) wykazata, ze uszkodzenie kiebuszkow
w grupie szczuré6w dorostych otrzymujacych dozylnie DMSO bylo wigksze w
poréwnaniu do zwierzat otrzymujacych chymostatyng. Doroste szczury otrzymujace
dozylnie peptyd RIY charakteryzowat nizszy GSI w poréwnaniu do kontroli (sol
fizjologiczna). Podobng tendencje zaobserwowano po dozylnym podaniu peptydu

VWIS w grupie szczuréw dorostych.
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Tabela 14 Indeks uszkodzenia kiebuszkow po dozylnym podaniu badanych zwigzkow.

CH DMSO S RIY VWIS
SHR.¢ | 2P 1£007 0362006 0.43+0,04 —0,29+0,05 04720, 11
e @y @) (n=4y* (=)
+ +
SHR- | 0,50£0,07 0,75+0,05 1,04+0,23 O’S(E=(5);09 0,5(151=(5),)09
16 (n=5)# (n=5) (n=5) p=0,08vs S p=0,08vs S

Wartosci Srednie + SEM; CH — chymostatyna;, DMSO — dimetylosulfotlenek; S — sol
fizjologiczna; RIY — (Arginina-Izoleucyna-Tyrozyna); VWIS — (Walina-Tryptofan-
Izoleucyna-Seryna); *p<0,05 vs S; #p<0,05 vs DMSO.
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4. Dyskusja

Wplyw badanych substancji na ciSnienie tetnicze krwi i cze¢sto$¢ skurczow serca u
zwierzat czuwajacych.

Uktad renina-angiotensyna-aldosteron odgrywa kluczowa role¢ w utrzymaniu
prawidtowego cisnienia krwi tetniczej poprzez wiele ztozonych mechanizméw. Wzrost
aktywnosci RAAS prowadzi do wzrostu stezenia angiotensyny Il w osoczu, a w
konsekwencji do rozwoju nadci$nienia. Glownym = zZrodtem  powstawania
naczyniokurczacej] Ang II jest przeksztalcanie Ang 1 za posrednictwem enzymu
konwertujagcego angiotensyne (ACE) [75]. Stosowana terapia inhibitorami ACE
przyczynia si¢ do obnizenia osoczowego poziomu Ang II i aldosteronu, ale
jednoczes$nie nastgpuje podwyzszenie osoczowej aktywnosci reniny i poziomu Ang I
przyczyniajac sie¢ do powstawania Ang II droga niezalezng od ACE [76].

Wiele badan eksperymentalnych, jak i rowniez klinicznych z inhibitorami
konwertazy angiotensyny i1 antagonistami receptora AT wykazalo centralng rolg
nerkowego RAAS w regulacji BP. Naturalne jest zatem rozwazanie jaki jest zwigzek
miedzy RAAS zlokalizowanym w nerce a catkowita kontrola BP. Dyskusja ta
nieuchronnie dotyka tematu lokalnej 1 systemowej/osoczowej generacji angiotensyny I1.

W ostatnich latach pojawily si¢ istotne doniesienia wskazujace na funkcjonalng
role wytwarzanej lokalnie angiotensyny II, gldéwnie w mozgu, sercu i nerkach [77]-
[81]. Badania z zakresu farmakologii 1 genetyki, szczegdlnie te wykorzystujace
roznorodne zwierzgta transgeniczne 1 umozliwiajagce manipulowanie poziomami
kluczowych elementow w obrebie RAAS, pozwolity ustali¢ wazng rolg
wewnatrznerkowego RAAS w  nadci$nieniu  tetniczym  [79]-[81]. Cecha
charakterystyczng wewnatrznerkowego RAAS jest wysoki poziom Ang I,
obserwowany w tkance w stezeniu wyzszym niz w osoczu [82], [83]. Istniejg obecnie
twarde dowody na istnienie wszystkich elementow niezbednych do wytwarzania Ang II
przez wewnatrznerkowy RAAS [76].

Udzial chymazy i innych enzymoéw wrazliwych na chymostatyne (np. elastazy-
2) w kontroli ci$nienia tetniczego krwi u szczura jest jednak wcigz dyskutowany. Dane
literaturowe pochodzace w wigkszosci z badan in vitro wskazujg na jej istotny udzial w
przebudowie $cian naczyn krwiono$nych w nadcis$nieniu tetniczym [84]. Istniejg
doniesienia poddajace w watpliwo$¢ wystepowanie chymazy u szczuréw [85], choé
inne wskazuja na wystepowanie réznych jej podtypow w zaleznosci od gatunku [86],
[87]. Badania Guo i wsp. [88] potwierdzity wystepowanie chymazy w mig$niach
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gladkich $cian naczyn krwiono$nych u szczura oraz wskazywaly na jej wysoka
homologie z ludzka chymazga. Stwierdzono, ze nadekspresja chymazy prowadzi do
wytworzenia nadci$nienia tetniczego oraz do przebudowy naczyn krwionosnych u
szczuréw 1 transgenicznych myszy [89]; z kolei w badaniach Kirimura 1 wsp. [90]
potwierdzono udziat chymazy w przebudowie $ciany naczyn krwiono$nych, natomiast

wykluczono jej rolg¢ w kontroli ci$nienia t¢tniczego krwi.

Badania nad udzialem chymazy 1 innych niezaleznych od ACE szlakow
konwersji angiotensyny oraz eksperymentalne proby ingerencji w tkankowy szlak
enzymatyczny sg nieliczne. Ponadto wydaje si¢, ze proba blokowania chymazy w celu
leczenia nadcis$nienia czy zapobiegania jego rozwojowi z wykorzystaniem zwierzgcego
modelu tej choroby (szczury spontanicznie nadci$nieniowe) z pomiarem 1 analizg
szerokiej gamy parametréw u szczurOw czuwajacych jest pierwszym tak zaplanowanym

1 przeprowadzonym badaniem.

Chymostatyna
Wyniki moich badan wskazuja, ze zablokowanie chymazy przez codzienne,

dozylne podawanie chymostatyny u mlodych szczurdw zapobieglo tak silnej progresji
nadcis$nienia (wzrost o ok. 20 mmHg w ciggu 2 tygodni) jakg zaobserwowano u
szczurOw otrzymujacych jej rozpuszczalnik (DMSO). Pewna komplikacjia w
interpretacji otrzymanych wynikoéw jest efekt podawania soli fizjologicznej, ktéra co
prawda gtéwnie stanowi kontrolg¢ dla podawanych dozylnie peptydow z nasion rzepaku,
ale mozna rozwaza¢ ja takze jako grup¢ z najmniejsza ingerencja w naturalnie
rozwijajacy si¢ proces wzrostu ci$nienia krwi tetniczej u zwierzat milodych z
genetycznie uwarunkowanym nadcisnieniem. W tym przypadku nie zaobserwowano
wyraznej progresji ci$nienia skurczowego, natomiast wyrazng tendencj¢ do wzrostu (o
ok. 20 mmHg) ci$nienia rozkurczowego (DBP); takze i w takim poroéwnaniu podawanie
chymostatyny zdaje si¢ zapobiegac progresji DBP. Wyniki te mogg wskazywac na rolg
tkankowego szlaku konwersji Ang I w rozwoju nadci$nienia u tych zwierzat, cho¢
brakuje danych w obrgbie pozostalych mierzonych przez nas parametrow, ktore
jednoznacznie wspieralyby korzystne efekty blokowania chymazy za pomocg CH u
zwierzat mtodych (patrz nizej).

Nieco inaczej uksztattowaly sie wyniki dotyczace udziatu tkankowych,
wrazliwych na chymostatyng enzymoéw w regulacji ci$nienia u szczuréw dorostych, z

juz rozwinigtym nadci$nieniem. Nalezy w tym miejscu podkresli¢, ze przedstawione na
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Ryc. 7 dane zebrano w innym odstepie czasowym, od momentu podawanej codziennie
dawki zwigzku (migdzy 23 a 24 godzing od podania), niz w pozostalych grupach.
Réznica ta wynika z bledu metodycznego, ktéry ujawnit si¢ dopiero w trakcie
prowadzonych badan, tj. po wykonaniu wigkszosci doswiadczen z podawaniem CH i
DMSO u szczuréw dorostych. W zwigzku z powyzszym nie mamy dostgpnych
pomiarow telemetrycznych z godziny przed podaniem zwigzku, ktére w naszej ocenie
sg pomiarami najmniej zaburzonymi (punkt najbardziej oddalony od ostatniej dzienne;j
dawki leku).

Dwutygodniowe podawanie chymostatyny nie obnizylo ani SBP ani DBP. Co
zaskakujace po 14 dniach traktowania CH nastgpil wzrost ci$nienia t¢tniczego krwi
szczegOlnie w porownaniu do efektu obserwowanego u zwierzat otrzymujacych jej
rozpuszczalnik (po 14 dniach skurczowe cisnienie u tych zwierzat CH: 192+6 bylo
istotnie wyzsze niz u szczuréw otrzymujacych DMSO: 145+14 mmHg; p<0,05; Ryc. 8).
Analiza usrednionych z catej doby wartosci BP potwierdzita efekt wzrostu BP po 14
dniach podania chymostatyny (D0: 179+7; D7: 178+7; D14: 185£7*#; *p<0,05 vs DO,
#p<0,05 vs D7). Niekorzystny efekt blokowania chymazy potwierdzaja réwniez nasze
wyniki dotyczace poziomu Ang II w tkance (wigcej w podrozdziale 4.1.4), ktore tacznie
moga wskazywac¢ na stymulacj¢ osoczowego uktadu RAAS w nastgpstwie hamowania
tkankowego RAAS. Wiadomo, ze chymostatyna nie posiada wtasciwosci blokujacych
wobec enzymu konwertujagcego ACE (informacja zawarta w opisie produktu nr kat.
C7268, firma: Sigma-Aldrich; [91]) a wigc powstajaca endogennie Ang I, niejako
powigkszona o pule angiotensyny ,,niewykorzystanej” w przeksztalceniach zaleznych
od chymazy moze by¢ dodatkowym zrodiem substratu dla szlakow od ACE zaleznych.

Z kolei wedtug doniesien Kirimura i wsp. [90] blokowanie szczurzej chymazy
nie wplywa na wartosci cis$nienia tetniczego krwi w tym modelu nadci$nienia (SHR)
pomimo potwierdzonej w badaniach in vitro wysokiej aktywno$ci ACE i chymazy w
homogenatach aorty tych szczurow. Wykazano, ze wytwarzanie Ang Il w tkankach u
szczurow SHR jest istotnie wyzsze niz u szczuréw WKY, natomiast proces ten u SHR
jest catkowicie hamowany przez inhibitory ACE, nie za$ przez inhibitory chymazy [90].
Co prawda w przytoczonych badaniach zastosowano inny komercyjny inhibitor
chymazy, NK3201, podawany szczurom dozotadkowo w jednorazowej dawce 10
mg/kg, a efekty jego dziatania obserwowano mierzac skurczowe cis$nienie krwi przy
uzyciu mankietow okluzyjnych zaktadanych na ogon (ang. tail cuff method). Pomiar

ci$nienia krwi technikga mankietéw okluzyjnych jest metoda wysoce nieprecyzyjna; jej
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zaletami sg nieinwazyjno$¢ i prostota, natomiast wadg jest stres zwierzecia wynikajacy
z unieruchomienia podczas pomiaru. Powszechnie uznaje si¢, ze technika mankietow
okluzyjnych jest mniej czuta niz inwazyjne techniki pomiarowe i niewielkie zmiany
ci$nienia sg niezauwazalne [92]. Co wigcej, u szczurow SHR komponent neurogenny
zwigzany z wrazliwos$cig na stres jest istotng przyczyna nadci$nienia u tych szczurow
[93]. Na tej podstawie nie da si¢ wigc jednoznacznie stwierdzi¢, ze chymaza nie ma
udzialu w kontroli ci$nienia krwi u szczuréw SHR.

We weczesniejszych doswiadczeniach ostrych prowadzonych w naszym
Zakladzie zaobserwowano istotne obnizenie ci$nienia t¢tniczego krwi u dorostych SHR
po dozylnym podaniu tej samej dawki CH, w godzinnej infuzji [94]. Pomimo, zZe
obnizenie BP osiggalo istotnos$¢ statystyczng dopiero w 30 minucie po odstawieniu
chymostatyny, wynik ten wskazuje na zalezno$¢ zmian cisnienia tg¢tniczego od
enzymow wchodzacych w sktad lokalnych szlakow RAAS u szczuréw z rozwinietym

nadcis$nieniem.

Uzyskane w niniejszej rozprawie wyniki (brak dlugotrwalego
hipotensyjnego efektu podawania chymostatyny) moga wskazywa¢ na
prawdopodobienstwo uruchomienia mechanizmu przesuni¢cia szlaku konwersji
Ang I w Ang II w stron¢ metabolizmu zaleznego od ACE, w wyniku dluzszej

ingerencji w szlak ACE niezalezny.

Peptydy z nasion rzepaku
Nieco inaczej niz chymostatyna dziataja stosowane przez nas po raz pierwszy w

badaniach in vivo, syntetyczne analogi peptydow pochodzacych z nasion rzepaku.
Peptydy uzyskane syntetycznie, pod wzgledem budowy byly identyczne z ich
naturalnymi odpowiednikami. Warto w tym miejscu wspomnie¢, ze istnieja doniesienia
wskazujace na fakt, ze syntetyczne peptydy sa bezpieczniejsze od tych pozyskiwanych
z naturalnych zrodel, ze wzgledu na mozliwos¢ uzyskania wysokiej czystosci
chemicznej 1 mikrobiologicznej, a takze uzyskanie duzej stabilno$ci zwigzku [95].
Dodatkowo w badaniach przeprowadzonych we wspolpracy z Pracownig Peptydow
(Wydzial Chemii, Uniwersytet Warszawski) wykazano wtasciwosci blokujace
peptydow RIY 1 VWIS w stosunku do chymazy. Wiadomo réwniez, ze wspomniane
peptydy wykazujg stabg aktywnos$¢ hamujace w stosunku do ACE [53], stad tez mozna

by przypuszczaé, ze beda bardziej skuteczne w obnizaniu ci$nienia krwi tetniczej,
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hamujac dwa kluczowe szlaki powstawania Ang II. Tym samym ich podawanie
mogloby zapobiega¢ efektom tzw. ucieczki spod stosowanych w klinice inhibitorow
ACE (patrz Wstep podrozdziat 1.1.1), a w przypadku prowadzonych przeze mnie badan
moga zapobiega¢ stymulacji szlakow zaleznych od ACE po hamowaniu, przez te same
peptydy, chymazy, tj. zapobiega¢ wystapieniu efektu analogicznego do
obserwowanego, jak si¢ wydaje, po podaniu chymostatyny.

W pracy Marczak [53] dokonano klasyfikacji peptydowych inhibitorow ACE na
trzy grupy zalezne od ich interakcji z ACE. Badane w niniejszej rozprawie peptydy
sklasyfikowano do grupy tzw. pro-lekdéw, czyli czasteczek, ktore dopiero w reakcji z
enzymem konwertujacym ACE przeksztalcane s3 do aktywnych inhibitorow. W tej
samej pracy [53] wykazano, ze po inkubacji peptydu VWIS z ACE, peptyd ten rozpada
si¢ do dwupeptydu VW, ktory jest wlasciwym inhibitorem ACE, ale nie posiadajgcym
aktywno$ci w stosunku do chymazy (zamieszczone w pracy badania in vitro). W
przypadku peptydu RIY po inkubacji z ACE tylko niewielka cz¢$¢ byto przeksztatcana
do dwupeptydu IY.

W badaniach Marczak 1 wsp. [53] wykazano eksperymentalnie w uktadzie in
vivo na szczurach SHR, ktérym jednorazowo, dozoladkowo podano kazdy z
opisywanych peptydéw (VWIS i VW oraz RIY i 1Y) antyhipertensyjng skuteczno$¢
wszystkich badanych zwigzkéw, mimo ich stosunkowo niskiej aktywnosci wobec ACE
(poréwnanie ze znanym inhibitorem jakim jest kaptopril) co zainspirowato nas do
dalszych badan, bedacych przedmiotem niniejszej rozprawy, skoncentrowanych na
poszukiwaniu innego miejsca uchwytu dla powstawania Ang II. Jako miejsce to

wytypowano chymazg.

RIY (Arginina-Izoleucyna-Tyrozyna)

Analiza zebranych wynikow wskazala na istotne réznice w skutecznosci
badanych peptydéw w zaleznosci od wieku szczuréw, czyli fazy rozwoju nadci$nienia
oraz drogi podania zwigzkéw. W moich badaniach podawane dozylnie peptydy u
mtodych zwierzat bedacych w fazie rozwoju choroby nie zapobiegaty wzrostowi BP.
Co wigcej, po leczeniu peptydem RIY zaobserwowano istotny wzrost ci$nienia krwi
tetniczej. Wydaje si¢, ze dozylnie podany peptyd RIY ostabiat nieco progresje DBP,
cho¢ zmiany te nie byly statystycznie istotne w porownaniu do grupy kontrolnej.
Podanie peptydu RIY dozotadkowo =zapobiegalo zaréwno wzrostowi ci$nienia

skurczowego jak 1 rozkurczowego w porownaniu do grupy kontrolnej, u ktorej
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obserwowano istotny statystycznie wzrost SBP po 2 tygodniach i wzrost DBP po
pierwszym tygodniu leczenia. Efekt ten byl szczeg6élnie widoczny w trakcie drugiego
tygodnia podawania RIY.

U zwierzat dorostych dozylnie podawany RIY istotnie obnizyl skurczowe
ci$nienie krwi tetniczej juz po 7 dniach podawania i efekt ten utrzymat si¢ do konca
obserwacji; nieco stabiej obnizylo si¢ DBP. Efekt dozoladkowego podawania RIY u
szczurow 16-tygodniowych nie roznit si¢ od efektu dozoladkowo podawanej soli
fizjologicznej; peptyd ten jedynie obnizat czesto$¢ skurczow serca (istotnie
statystycznie).

W badaniach na szczurach SHR wykonanych przez Yamada i wsp. [54], [71]
wykazano takze skuteczno$¢ peptydu RIY w obnizaniu napi¢cia naczyn krwionosnych
u tych zwierzat. Autorzy przeprowadzili seri¢ badan na izolowanych tetnicach
krezkowych pobranych od szczuréw SHR w celu zidentyfikowania molekularnego
mechanizmu dziatania RIY. Badania wykonane na tetnicach pozbawionych §rodblonka,
w ktorych nie zaobserwowano zadnego efektu naczyniorozszerzajacego, wskazuja na
dziatanie peptydu RIY w sposob zalezny od czynnikow pochodzenia srodbtonkowego.
Jednoczesnie wykazano, ze efekt naczyniorozszerzajacy peptydu nie jest mediowany
poprzez aktywnos$¢ tlenku azotu czy bradykining [54]. W kolejnych do§wiadczeniach
autorzy wykazali, ze rozkurcz naczyn pod wptywem RIY moze odbywac si¢ poprzez
prostacykline (PGI2) 1 jej receptor (uktad PGI2-IP), a nastepnie w sposéb zalezny od
cholecystokininy (CCK) oraz receptora CCK1. Co ciekawe w moich badaniach, w
grupie szczuroOw dorostych, u ktorych RIY znaczaco obnizyt ci$nienie krwi po podaniu
dozylnym, zaobserwowatam rowniez istotnie wyzsze wydalanie azotandw 1 azotynow
(wigcej w podrozdziale 4.1.2). Wynik ten wskazuje, ze dzialanie RIY moze odbywac
si¢ poprzez NO, co stoi niejako w sprzecznosci z omoéwionymi powyzej badaniami.
Nalezy jednak pamigtaé, ze eksperymenty na izolowanych tkankach, takich jak tetnice
krezkowe, roznig si¢ znaczaco od badan funkcjonalnych na zwierzetach, w ktorych
obserwowany efekt czynno$ciowy jest zalezny od ztozonych interakcji wielu
fizjologicznych uktadow regulujacych 1 zmian w réznych obszarach krazeniowych,
ktérych regulacja moze by¢ odmienna.

Kolejnym elementem uktadu RAAS, na ktéry warto zwroci¢ uwage jest
obecnos¢, oprocz angiotensyny I, takze innych czgsteczek angiotensynowych, ktore
moga by¢ przeksztalcane do Ang II. Wskazuje si¢ wrecz, ze angiotensyna 1-12 [Ang(1-
12)] jest lepszym substratem dla chymazy niz Ang I u dorostych szczurow [96].
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Dodatkowo dowiedziono, ze to wlasnie chymaza, a nie ACE, jest gldwnym zrédtem
syntezy Ang Il z Ang (1-12) w sercu [20], [23], [24], [96]. Jednocze$nie coraz wigcej
wiadomo o istnieniu 1 roli niektorych elementow RAAS zlokalizowanych
wewnatrzkomorkowo [97]. Wewnatrzkomorkowa Ang Il oraz renina moga zaburzaé
komunikacje miedzy komoérkami (ang. cell-to-cell), a takze przyczynia¢ si¢ do rozwoju
zaburzen rytmu serca. Te odkrycia moga wyjasni¢ brak skutecznosci stosowanych
inhibitorow ACE 1 blokeréw receptorow dla angiotensyny (ARB) do hamowania
nadaktywnosci RAAS w chorobach ukladu sercowo-naczyniowego, poniewaz nie
docierajg do miejsc wewnatrz komorki, w ktorych moze wystepowac biotransformacja
Ang (1-12) do Ang II. Jako jedna z proponowanych strategii rozwoju terapii
nadcis$nienia wskazuje si¢ wtasnie poprawe docierania stosowanych lekow do wnetrza
komorek serca oraz nerki, gdzie moglyby skutecznie blokowaé glowny enzym
odpowiedzialny za syntez¢ Ang II, czyli chymaze [98]. Co cickawe zastosowany przez
nas peptyd RIY, ze wzgledu na zawarto§¢ w swojej strukturze aminokwasu argininy,
moglby potencjalnie pokonywaé blong komodrkowa i1 dziala¢ réwniez we wnetrzu
komorki. Tak zwane peptydy penetrujace komorki (CPPs; ang. cell-penetrating
peptides) sa to mate czasteczki kilku aminokwasowe, ktore moga wnika¢ do wngtrza
komorek, wspomaga¢ pobieranie do jej wngtrza innych peptydow oraz biatek, gtownie
poprzez mechanizm oparty na endocytozie [99]. Wyrdznia si¢ kilka klas CPP, jedna z
ktorych stanowig zwigzki zbudowane z pozytywnie natadowanych aminokwasow takich
jak arginina wchodzaca w sktad RIY.

Prawdopodobne jest wiec, ze wyzsza skuteczno$¢ zastosowanego peptydu
moze wynika¢é nie tylko z posiadania wlasciwosci hamujacej wobec obu glownych
enzymow konwertujacych Ang I (ACE i chymaza), ale takze ze zdolnosci do
wnikania do wnetrza komoérek, gdzie peptyd ten moglby blokowaé chymaze i
synteze¢ Ang Il z Ang (1-12). Do potwierdzenia tej hipotezy niezbedne s3 dalsze
badania nad wlasciwosciami tego peptydu i jego zdolnoscia do penetracji blony

komorkowe;.

Peptyd VWIS (Walina-Tryptofan-Izoleucyna-Seryna)
Drugim z wlaczonych do badan peptydow, byt tetrapeptyd VWIS. Jak
wspomniano juz wczesniej (patrz podrozdziat 1.1.6) peptyd ten charakteryzuje wigksza

aktywnos$¢ wzgledem ACE niz w przypadku peptydu RIY. Co wigcej, z badan Marczak
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1 wsp. [53] wynika, ze VWIS jest w znacznym stopniu przeksztalcany przez ACE do
dwupeptydu VW, ktory jest wiasciwym inhibitorem ACE.

W badaniach [53] wykazano réwniez, ze peptyd VWIS jest mniej skuteczny u
szczuréw starych w poréwnaniu do mtodszych, co mogtoby potwierdza¢ jego wigksza
zdolno$¢ do blokowania ACE, bez szczegdlnego wptywu na inne miejsca uchwytu (np.
chymaza), w przeciwienstwie do RIY.

W naszych badaniach in vivo przeprowadzonych na szczurach SHR (wczesna i
ustalona faza nadci$nienia) nie zaobserwowano obnizenia ci$nienia tetniczego krwi,
ktére mogloby pozwoli¢ na wnioskowanie o hipotensyjnym efekcie peptydu VWIS.
Dostepne dane literaturowe tylko w niewielkim stopniu zawierajg informacje dotyczace
dziatania tego peptydu. Wiadomo, ze VWIS w obecnosci ACE szybko rozpada si¢ do
dwupeptydu VW. W badaniach Marczak 1 wsp. [53] stosunkowo krotka (8h) obserwacja
ci$nienia krwi t¢tniczej u SHR (po jednorazowym podaniu dozoladkowym) wykazata
przejsciowa, ale istotng skuteczno$¢ antyhipertensyjng zaréwno VWIS, jak i VW.
Najglebszy efekt hipotensyjny zaobserwowano po 2h od podania, po czym wartos¢ BP
wrocity do poziomu wyjsciowego [53]. Na podstawie przytoczonych wynikow mozna
bytlo przypuszczaé, ze dlugotrwate podawanie (przez dwa tygodnie) pozwoli na
otrzymanie stabilnego obnizenia ci$nienia krwi tetniczej u szczuréw SHR. Jednakze w
naszych badaniach nie zaobserwowali$my znaczacego wplywu badanego peptydu na
wielkos¢ BP, co moze mie¢ swoje uzasadnienie w braku rdwnoczesnej blokady wobec
ACE i chymazy (patrz wyzej). O ile efekt taki nie byl widoczny w krotkotrwatym
doswiadczeniu, przeprowadzonym w badaniach Marczak i wsp. [53], to przesunigcie
substratu na drugi ze szlakow w do$wiadczeniu chronicznym mogt by¢ w pelni obecny.
Zgodnie z przeprowadzonymi na potrzeby projektu badaniami in vitro, fragment VW
nie wykazywal aktywnosci blokujagcej wobec chymazy. Nalezy wiec uznaé za
prawdopodobne iz podawany zaréowno dozylnie jak i dozoladkowo VWIS ulegl
rozbiciu na fragmenty, ktore co najwyzej mogly blokowa¢ ACE, ale duzo slabiej
niz znane inhibitory (np. kaptopril) pozostajac bez wplywu na chymaze. W tym
kontekscie nie dziwi istotnie lepsza efektywnos¢ RIY, ktory z duzym
prawdopodobienstwem hamuje obydwa kluczowe enzymy dla osoczowej i tkankowej

konwersji Ang I w Ang IL

Zmiany w obrebie parametréw metabolicznych, wydalniczych i osoczowych pod
wplywem podawanych zwiazkow
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U wigkszo$ci miodych zwierzat w trakcie doswiadczenia zaobserwowano
istotnie statystyczny wzrost spozycia wody oraz wydalania moczu prawdopodobnie
zwigzany z naturalnym rozwojem 1 dojrzewaniem zwierzat. Warto zwrdci¢ uwage na
fakt, ze u szczurow SHR sam rozwd¢j nadci$nienia jest zwigzany z procesem
zwigkszania diurezy i natriurezy z nadci$nienia (ang. pressure natriuresis), ktérego
mechanizm polega na zwigkszeniu wydalania wody i1 jonéw sodu w odpowiedzi na
podwyzszajace si¢ cisnienie krwi tetniczej [100]. Jak si¢ wydaje, zachowanie
prawidtowego procesu natriurezy z nadci$nienia nie jest wystarczajace, dla utrzymania
cisnienia krwi w fizjologicznych granicach normy w grupie szczuréw mtodych. Szczury
genetycznie rozwijajace nadci$nienie charakteryzuja si¢ takze zaburzeniem
mechanizmu pressure natriuresis, tzn. przesunigciem w prawo krzywej zaleznosci
wydalania sodu 1 wody w zalezno$ci od warto$ci ci$nienia tetniczego [101], co
wyraznie upo$ledza proces wydalania wody i sodu w pozadanym stopniu, umozliwiajac
osiggnigcie réwnowagi wodno-elektrolitowej dopiero przy wyzszych warto$ciach
ci$nienia krwi. Przesunigcie krzywej zaleznosci BP-wydalanie wody i1 sodu w prawo (w
strong wyzszych cisnien) prowadzi w konsekwencji do utrwalenia nadcis$nienia.
Podobny mechanizm dotyczy krazenia nerkowego wskazujac naprzystosowanie
krazenia do wzrastajacego cisnienia tetniczego krwi. U tych szczuréw zachowanie
autoregulacji przepltywu oznacza jednoczesne przesuni¢cie krzywej autoregulacji w

kierunku wyzszych wartosci ci$nienia tetniczego krwi.

W grupie szczuréw miodych otrzymujacych chymostatyne lub jej
rozpuszczalnik obserwowano wzrost wydalania jonéw Na* i K, przy niezmieniajagcym
si¢ ich stezeniu w osoczu. Zablokowanie chymazy po podaniu chymostatyny w tej
grupie zwierzat zapobieglo silnej progresji nadcis$nienia i mozliwe jest iz zwigkszone
wydalanie jonéw moze by¢ mechanizmem odpowiedzialnym za spowolnienie wzrostu
BP. Z drugiej strony obserwacja tego samego efektu po podaniu rozpuszczalnika
wskazuje na niespecyficzno$¢ efektu CH i sktania raczej do powigzania tego efektu z
opisanym powyzej procesem pressure natriuresis, poniewaz obserwowano u nich
réwniez duzy wzrost ci$nienia krwi tetniczej. Pozostale mierzone parametry
pozostawaly niezaburzone w czasie dwutygodniowego eksperymentu.

Zaréwno dozylnie, jak 1 dozotagdkowo podane peptydy nie wplynely na

gospodarke elektrolitowa mtodych szczuréw. Parametry wydalnicze (wydalanie sodu,
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potasu 1 substancji osmotycznie czynnych) oraz osoczowe utrzymywaly si¢ w
normalnym zakresie dla tych zwierzat.

Zwigkszone spozycie wody niezwigzane z wigkszym wydalaniem moczu w
grupie kontrolnej, otrzymujacej soOl fizjologiczng (dozoladkowo) moze tlumaczyc
wzrost ci$nienia krwi tetniczej i wskazywac posrednio na uposledzenie mechanizmu
diurezy i1 natriurezy z nadciS$nienia, co jest zjawiskiem charakterystycznym dla
szczurow SHR w tym wieku [102]-[104]. Nalezy tez podkresli¢, ze peptyd RIY,
niezaleznie od drogi podania, nie wplynat na zwigkszenie wydalania sodu z moczem, co
mogloby przyczynia¢ si¢ do obnizenia ci$nienia tetniczego krwi u zwierzat
pozostajacych w fazie przednadci$nieniowe;.

W grupie szczurow dorostych otrzymujacych RIY dozylnie, zaréwno spozycie
wody jak 1 wydalanie moczu wzrosty statystycznie istotnie. Wydalanie sodu z moczem
byto stabilne na przestrzeni dwoch tygodni. Mozna wigc uzna¢, ze bilans przyjmowania
1 wydalania plynow byt niezaburzony. Nie mozna takze w sposob przyczynowy
potaczy¢ obnizenia ci$nienia tetniczego krwi ze zwigkszonym wydalaniem sodu.
Nalezy w zwigzku z tym przypuszczaé, ze efekt hipotensyjny zalezal od wptywu
rozszerzajacego na naczynia zwigzanego prawdopodobnie z obnizeniem poziomu
krazacej Ang II oraz wzrostem biodostgpnosci NO (omowienie podrozdziat 4.1.2).
Nizszy poziom Ang II w sercu 1 nerce u SHR-16 po RIY moze by¢ takze czynnikiem
sprzyjajacym lepszej funkcji tych narzadow, ktéora moglaby w dluzszej perspektywie
(dhluzsze niz dwutygodniowe podawanie substancji) wywota¢ dalsze obnizenie ci$nienia
tetniczego krwi. W celu potwierdzenia tej hipotezy potrzebne jest przeprowadzenie
dodatkowych badan z wydtuzonym czasem podawania RIY.

W grupie zwierzat dorostych otrzymujacych dozotagdkowo badane peptydy nie
zaobserwowano znamiennych réznic w parametrach metabolicznych, wydalniczych
oraz osoczowych poza wydalaniem substancji osmotycznie czynnych, ktorych wzrost
charakteryzowal wszystkie omawiane grupy. Niespodziewanie najwigcej istotnych
zmian w omawianych parametrach zaobserwowano u dorostych szczuréw kontrolnych,
otrzymujacych sol fizjologiczng dozotadkowo. Zaobserwowano istotnie wyzsza diureze
oraz tendencj¢ do zwigkszonego wydalania sodu. W tej grupie zwierzat zaobserwowano
takze zwigkszenie st¢zenia substancji osmotycznie czynnych w osoczu. Zmiana ta moze
wynika¢ z faktu, ze szczury nalezace do tej grupy charakteryzowaly si¢ wigksza masg
ciala, w porownaniu do szczuroOw nalezacych do tej samej grupy wiekowej, ale

otrzymujacych badane zwigzki dozylnie. W grupie zwierzat otrzymujacych sol
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fizjologiczng obserwowano takze obnizenie st¢zenia sodu i potasu w osoczu. W
literaturze wskazuje si¢ na rolg osmoreceptorow w regulacji wydalania sodu po
dozotadkowym podaniu soli o réznym stezeniu sodu [105]. W pracy tej wykazano, ze
stymulacja osmoreceptoréw w ukladzie pokarmowym moze powodowaé wzrost
nerkowego wydalania sodu, jednak teoria ta zostala odrzucona po przeprowadzeniu

doktadniejszych badan.

Tempo wydalania azotandw i azotynow

Tlenek azotu produkowany jest z L-argininy przy udziale kofaktora
tetrahydrobiopteryny (BH4) przez trzy rézne izoformy syntazy tlenku azotu
(endotelialng, eNOS; neuronalng, nNOS oraz indukowalng, iNOS). Zwigzek ten peini
znaczacg role w wielu procesach fizjologicznych, wérdéd nich wymienia si¢ kontrolg
napigcia §ciany naczyn krwionos$nych, ci$nienia krwi tetniczej, hemodynamiki czy
wydalania nerkowego [106], [107]. Doniesienia literaturowe wskazujg takze na jego
patofizjologiczng role w réznych stanach chorobowych, takich jak szok septyczny,
astma czy zespot poreperfuzyjny [108].

Dozylne podawanie chymostatyny szczurom w fazie przednadci$nieniowej jak 1
w ustalonym nadci$nieniu nie wywotato zmian w wydalaniu azotanow i1 azotynéw. Co
cieckawe tendencj¢ wzrostowa w wydalaniu azotanow i1 azotyndéw obserwowano u
zwierzat mtodych, w grupie kontrolnej dla chymostatyny (otrzymujacej sam DMSO).
Nalezy przypomnie¢, ze w tej grupie zwierzat obserwowano do$¢ wyrazny wzrost
ci$nienia t¢tniczego, ale co wazniejsze duzo wyzszy wzrost diurezy. Mozna
przypuszczaé, ze w tym przypadku podwyzszenie wydalania metabolitéw NO jest w
wiekszym stopniu pochodng wzrostu diurezy niz zwigkszonej syntezy 1 biodostepnoscia
NO.

W grupie zwierzat, u ktorych dozylne podawanie RIY wywotato efekt
hipotensyjny (szczury doroste) zaobserwowano takze istotnie wyzsze wydalanie
azotandw 1 azotynow po dwoch tygodniach podawania peptydu. Wydaje si¢, ze efekt
dziatania peptydu moze by¢ zwigzany z faktem, iz w sktad peptydu wchodzi L-arginina
bedaca jednoczesnie substratem do produkcji tlenku azotu [109]. Przeprowadzone do tej
pory badania (w tym tez kontrolowane badania kliniczne) nie dajg jasnej odpowiedzi, co
do roli suplementacji L-argining [109]. Wskazuje si¢, ze dlugotrwate podawanie L-
argininy zwigksza syntez¢ NO oraz tagodzi objawy choréb sercowo-naczyniowych, a

jednoczes$nie inne badania dowodzg braku korzystnego dziatania tego zwigzku [109].
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Istnieje oczywiscie prawdopodobienstwo, ze zawarta w strukturze RIY arginina
mogla w jakim$ stopniu przyczynia¢ si¢ do zwigkszania puli biodostgpnego NO w
naszych badaniach, cho¢ wptyw ten wydaje si¢ zaniedbywalny.

Wazniejszym skutkiem dziatania RIY, przektadajacym sie na zwigkszong ilo$¢
NO jest w mojej ocenie blokowanie powstawania Ang II i obnizenie jej poziomu
zardbwno w osoczu jak i nerkach oraz sercu, w wyniku blokujacego dziatania RIY
zarowno na chymaz¢ jak 1 ACE. Wiadomo, ze wysoki poziom angiotensyny II
przyczynia si¢ do zaleznego od NADPH powstawania wolnych rodnikéw tlenowych
(ang. reactive oxygen species, ROS) i zaburzenia réwnowagi pomiedzy produkcjga ROS,
a aktywnoscig uktadow antyoksydacyjnych, prowadzac m.in. do obnizenia poziomu NO
zarowno w wyniku uszkodzenia $rodbtonka jak 1 ,,zuzywania” tej czasteczki w procesie
zmiatania wolnych rodnikéw [110], [111]. Zwigkszony stres oksydacyjny jest jedng z
cech charakterystycznych dla takich choréb jak nadcis$nienie tetnicze [112]-[114].
Nalezy podkresli¢, ze tlenek azotu zaangazowany jest w procesy zwigzane nie tylko z
przeciwstawianiem si¢ efektom dziatania Ang II na napigcie naczyn, proliferacje
komorek czy nerkowe wydalanie sodu, ale takze hamuje syntez¢ ACE 1 redukuje liczbe
receptorow AT [111]. Szczegdlnie te dwa ostatnie efekty moga dodatkowo zwigkszac
hipotensyjne 1 antyangiotensynogenne dziatanie RIY, zalezne od zwigkszonej
biodostepnosci NO. Wynik ten moze wskazywac takze na popraw¢ czynnosci
srodbtonka, co miatoby ogromne znaczenie w terapii nadcis$nienia i innych choréb

sercowo-naczyniowych.
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Hemodynamika nerek oraz parametry krazeniowe
Ograniczenia metodyczne

Po zakonczeniu doswiadczen chronicznych cze$¢ zwierzat z kazdej grupy
poddano badaniom w dos$wiadczeniach w narkozie. Badania te umozliwiaty przede
wszystkim szczegdlowa ocen¢ hemodynamiki nerek oraz wydalania nerkowego
uzupeknionego o pomiar filtracji ktebuszkowej (GFR). Nalezy podkresli¢, ze wynikow
pomiaru ukrwienia poszczegdlnych stref nerki wykonywanych przy uzyciu
mikroprzeplymowierzy typu laser-Doppler nie da si¢ w sposdb prosty poréwnaé z
wynikami nieinwazyjnych pomiaréw prowadzonych w trakcie doswiadczenia
chronicznego z wykorzystaniem metody obrazowania rezonansu magnetycznego. Te
ostatnie pomiary nie wymagaja chirurgicznego przygotowania zwierzat, ktore wigze si¢
z mobilizacja hormondéw naczyniokurczacych takich jak noradrenalina czy
wazopresyna, czynnikoOw parakrynnych lub/i neuronalnych a ktéore moga w istotnym
stopniu wptywa¢ na czynno$¢ uktadu krazenia i hemodynamike nerek, pomimo iz
wlasciwe pomiary zawsze poprzedzone sg tzw. okresem wyréwnawczym —
pozwalajacym na stabilizacje parametréw uktadu krazenia 1 wydalania.

Kolejng trudnos$¢ stanowi zastosowana narkoza, ktorag w przypadku pomiarow z
wykorzystaniem MRI byt izofluran (narkoza wziewna, z ktérej zwierzeta wybudzajg si¢
natychmiast po zaprzestaniu jej podawania), natomiast do badan zwigzanych z dos¢
rozleglym zabiegiem chirurgicznym konieczna jest narkoza gleboka, umozliwiajaca
kilkugodzinng obserwacje zwierzecia (thiopental sodu z grupy barbituranow).

Ponadto nalezy pamigta¢é, ze byl to swego rodzaju pomiar punktowy, tzn.
obejmowat stan organizmu po 14 dniach podawania badanych substancji. Mozliwe
odniesienia moga dotyczy¢ jedynie poréwnania wynikow z do§wiadczen ostrych z
wynikami z dnia 14 obrazowania (D 14), cho¢ nie bedzie ono mozliwe dla wszystkich
grup badanych, poniewaz nie wszystkie zwierzeta obrazowano metodg MRI (patrz
wyzej).

Koniecznie trzeba zwrdci¢ uwage, ze w zaleznosci od stanu zwierzecia np.
wyjéciowych warto$ci ci$nienia tetniczego krwi (nieleczone nadci$nienie), réznego
poziomu krazacych hormondw, stanu nawodnienia etc. wrazliwo$¢ na narkoze moze
by¢ bardzo zrdéznicowana. Zroéznicowana wrazliwos¢ odbija si¢ takze na wartosciach
ci$nienia krwi mierzonych w doswiadczeniach ostrych. Biorgc pod uwage szereg w/w

ograniczen nie zdecydowano si¢ na jakiekolwiek pordwnania ci$nienia tetniczego krwi
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mierzonego u szczuréw w narkozie z warto$ciami uzyskanymi w badaniach u zwierzat
czuwajacych.

Z kolei atutem tego rodzaju badan jest mozliwo$¢ wnikliwej analizy uzyskanych
wynikow 1 ich poréwnania z ogromnym materiatem zgromadzonym w naszym
Zaktadzie w wyniku prowadzonych przez wiele lat badan z wykorzystaniem tych metod
[115]-[117]. Dotycza one wielu najrézniejszych aspektow zwigzanych z
hemodynamikg i funkcja wydalniczg nerek w stanach fizjologicznych i patologii, z
wykorzystaniem szerokiej gamy zwierzgcych modeli nadci$nienia i co wazniejsze te
samg metodologi¢ zastosowano do przebadania zarowno chymostatyny jak i peptydoéw

RIY i VWIS [94], [116] w krotkotrwatej infuzji dozylne;.

W chronicznej czes$ci doswiadczen, w wybranych grupach zwierzat wykonano
obrazowanie nerek szczurow metoda rezonansu magnetycznego. Badanie wykonano w
grupie szczurOw dorostych po dozylnym podaniu tylko wybranych zwiazkow. Ze
wzgledu na duze trudno$ci metodyczne zwigzane zaréwno z wlasciwym
przygotowaniem 1 ufozeniem zwierzecia dla uzyskania odpowiedniego, wyraznego
obrazu a takze klopoty z dopracowaniem metody liczenia/szacowania wielko$ci
przeptywu przez poszczegolne strefy nerki i ogromny koszt badania, zdecydowano si¢
wykona¢ obrazowanie rezonansem magnetycznym tylko w grupie szczurow dorostych
po dozylnym podaniu chymostatyny, jej rozpuszczalnika oraz soli fizjologiczne;.
Badanie wykonano takze w grupie szczurdw otrzymujacych peptyd RIY, jednak
dokonano zmiany metody obrazowania zwigzanej z wydluzeniem czasu skanowania
pojedynczego zwierzg¢cia, co daje nam pewne ograniczenie nie pozwalajac na
poréwnanie mierzonych parametrow pomiedzy grupami. Nalezy jednak pamigtac, ze
do$wiadczenia zaplanowano tak, zeby moc dokonaé porownan takze w obrgbie kazdej
grupy, z tego wzgledu w dniu O kazdy szczur otrzymat sdl fizjologiczng (dzien
kontrolny).

Uzyskane wyniki wskazujg na rolg¢ chymazy w ksztattowaniu przeptywu krwi w
korze nerki. Zablokowanie chymazy przez chymostatyne spowodowato obnizenie
przeptywu krwi w tym obszarze nerki. Wynik ten rdzni si¢ od tego uzyskanego w
doswiadczeniu ostrym, podczas ktorego zaobserwowano niewielki wzrost przeptywu
krwi w korze nerki w doswiadczeniu terminalnym. W tym miejscu nalezy przypomniec¢,
ze roznica w uzyskanych wynikach z MRI 1 przeptywach uzyskanych w obserwacji z

doswiadczen ostrych (w glebokiej narkozie) moze wynika¢ z réznicy zastosowanej
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narkozy (patrz wyzej: Ograniczenia metodyczne). Z kolei w grupie szczurow
stanowigcych kontrole dla chymostatyny (DMSO) zaobserwowano istotne obnizenie
przeptywu krwi przez rdzen wewnetrzny nerki. Co ciekawe efekt ten nie wystgpil w
grupie szczuréw otrzymujacych chymostatyne (rozpuszczong w roztworze DMSO), co
posrednio moze wskazywaé na korzystny efekt dziatania chymostatyny (blokowania
chymazy) na przeptyw w tym obszarze nerki, aczkolwiek potwierdzenie tej sugestii
wymagatoby dalszych badan.

Odmienne wyniki otrzymano w grupie szczurow otrzymujacych peptyd RIY,
gdzie zaobserwowano wzrost przeplywu krwi w rdzeniu zewngtrznym nerki po siedmiu
dniach podawania, jednak po 14 dniach przeplyw w tym obszarze ponownie si¢ obnizyt
do wartosci zblizonej do wartosci kontrolnych, w ktorym szczury otrzymywaly sol
fizjologiczng. Istotne jest, ze ten peptyd w zaden sposéb nie upos$ledzat krazenia
nerkowego, co réwniez potwierdzaja badania przeptywomierzem laser-Doppler (patrz
nizej) jak i inne parametry $wiadczace o poprawie czynno$ci i struktury nerek
(obnizony wskaznik uszkodzenia ktgbuszkow).

Po zakonczeniu chronicznej cz¢sci doswiadczen zwierzeta poddano obserwacji
w doswiadczeniu prowadzonym w narkozie (do$wiadczenia terminalne) w trakcie,
ktérego sprawdzano wptyw podawanych przez dwa tygodnie zwigzkéw na przeptywy
wewnatrznerkowe, catkowite ukrwienie nerki, krazenie w tetnicy biodrowej, a takze
tempo filtracji ktebuszkowe;.

Hamowanie chymazy poprzez dozylne podawanie CH szczurom mlodym
spowodowato, ze ukrwienie kory nerki byto u nich istotnie nizsze w poroéwnaniu z
grupg otrzymujaca rozpuszczalnik. Podobny efekt, z tym, ze stowarzyszony z tendencja
do obnizenia takze przeptywu przez rdzen zewnetrzny nerki obserwowano po podaniu
VWIS. Nalezy zwroci¢ uwage, ze rdzen zewnetrzny nerki, ktory jak si¢ przypuszcza
pelni istotng role w kontroli ci$nienia tetniczego krwi [118] jest obszarem
zaangazowanym Ww intensywny kanalikowy transport elektrolitow i szczeg6lnie
wrazliwym na lokalne niedotlenienie. Obnizenie ukrwienia nerki po CH moze wigc by¢
wynikiem sugerowanego przez nas wzrostu aktywnosci osoczowego RAAS, po
wylaczeniu tkankowego szlaku powstawania Ang II. Dodatkowo zwigkszona
dostepno$¢ Ang I — substratu dla kluczowego w osoczowym RAAS enzymu
konwertujacego (ACE) moze przyczyniac si¢ do tego efektu. Warto tez przypomniec, ze

u szczuréw SHR aktywno$¢ ACE jest zwigkszona [119].
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Podobny efekt obserwowano u szczuréw dorostych po dozylnym podaniu CH.
Co wazne w tej grupie zwierzat tempo filtracji klebuszkowej bylto istotne nizsze w
poréwnaniu do grupy kontrolnej, co moze wskazywa¢ na niekorzystne efekty
wynikajace z przesuni¢cia szlaku konwersji Ang I w stron¢ przemian zaleznych od
ACE.

Istotne wydaja si¢ zmiany w hemodynamice nerek zaobserwowane u dorostych
szczurow po podaniu dozotagdkowym RIY. Pomimo braku jego wptywu na cis$nienie
krwi tetniczej u tych szczurow, zaobserwowano wyrazny 1 istotny statystycznie wzrost
tempa filtracji kiebuszkowej (GFR) oraz silng tendencj¢ wzrostowg w catkowitym
przeptywie krwi przez nerke (RBF). Blokowanie niezaleznych szlakéw powstawania
Ang II po dozylnym podaniu peptydu RIY wydaje si¢ mie¢ znaczenie dla nerkowe]
regulacji przeptywu krwi tetniczej 1 ma  korzystny wplyw na tempo filtracji
kigbuszkowej (Ryc. 27).

Dozotadkowe podanie peptydu VWIS wywolato do$¢ wyrazne uposledzenie
hemodynamiki nerek w grupie szczuréw dorostych; w tym przypadku ukrwienie
wszystkich warstw nerki bylo wyraznie nizsze. Dodatkowo tempo filtracji
kiebuszkowej w tej grupie zwierzat rowniez byto istotnie nizsze.

Korzystnie na hemodynamike nerek i GFR wptywalo natomiast podanie peptydu
RIY u szczurow dorostych. Szczegdlnie duzy byt wzrost GFR po podaniu
dozotadkowym. Najbardziej prawdopodobng przyczyng tych korzystnych zmian w
hemodynamice nerek po podaniu dozylnym jest obnizone stezenie Ang II w nerce i

zwigkszona produkcja NO.

Angiotensyna II w osoczu i tkankach

Wyniki dotyczace poziomu Ang II u mtodych szczuréw pokazuja na znacznie
wyzsze jej stgzenie w nerce we wszystkich grupach zwierzat (Tabela 8). Moze
wskazywa¢ to na duzy udziat nerki w rozwoju nadcis$nienia u szczuréw miodych z
genetycznie uwarunkowanym nadci$nieniem (wczesna faza rozwoju nadci$nienia). U
szczurow mtodych otrzymujacych peptyd RIY zaobserwowano wzrost stgzenia Ang II
we wszystkich tkankach a takze w osoczu co jest do$¢ zaskakujace (podwyzszenie
poziomu nie bylo jednak istotne statystycznie wzgledem pozostalych grup
prawdopodobnie ze wzgledu na ich matg liczebno$¢ 1 duzy rozrzut danych). Jedynie w
przypadku serca wynik pozostawal na granicy istotno$ci statystycznej (p=0,05) w
poréwnaniu do grupy kontrolnej otrzymujacej sél fizjologiczng. W przypadku peptydu

116



VWIS stezenie Ang II bylo nizsze w sercu w poréwnaniu do grupy kontrolnej (szczury
otrzymujace soOl fizjologiczng). Zmiana nie byla znamienna statystycznie, ale
zaobserwowano wyrazng tendencje w tym kierunku (p=0,07). W literaturze opisywano
znaczacy udzial powstajacej w sercu Ang II w rozwoju nadcis$nienia (poprzez dziatanie
szlakow ACE-niezaleznych przede wszystkim chymazy).

W wyniku dziatania chymostatyny w grupie szczuréw w ustalonej fazie
nadcis$nienia obserwowano istotnie wyzszy poziom Ang Il w osoczu w poréwnaniu do
grupy kontrolnej. U tych samych zwierzat obserwowano takze wyzsze stezenie Ang II
w nerce, co dodatkowo wzmacnia nasza sugesti¢, ze w tej grupie zwierzat doszto do
przesunigcia substratu (Ang I nieprzeksztalcanej przez chymaze¢) na szlak przemian
zaleznych od ACE i mobilizacji osoczowego RAAS.

W przypadku szczuréw otrzymujacych dozylnie przez 14 dni peptyd RIY
stezenie Ang Il w osoczu jest istotnie nizsze w poroOwnaniu do grupy stanowiacej dla
nich kontrolg tj. otrzymujacych sol fizjologiczng. Zaobserwowano takze, ze w grupach
szczuréw ktorym podawano dozylnie peptydy, stezenie Ang Il w aorcie jest znacznie
wyzsze niz w grupie kontrolnej czy po leczeniu CH (wynik statystycznie istotny jedynie
w przypadku grupy, ktéra otrzymywala peptyd VWIS, i réznit si¢ cho¢ nieznamiennie
statystycznie od grupy zwierzat kontrolnych). Stezenie Ang II w nerce w grupach
szczuré6w chronicznie otrzymujacych badane peptydy jest istotnie nizsze w poréwnaniu
do grupy szczuréw kontrolnych (wynik istotny statystycznie) natomiast u zwierzat
otrzymujacych chymostatyng poziom ten byt znamiennie wyzszy.

Nalezy takze pamictac, ze znieczulenie zwicksza poziom Ang II w osoczu i
nerkach na co wskazujg badania przeprowadzone na r6znych modelach nadci$nienia
zaleznego od Ang II [120]. Autorzy pracy w swoich badaniach wykazali, ze poziom
Ang II u zwierzat znieczulonych i czuwajacych roznit si¢, dlatego wyniki badan
wykorzystujacych znieczulone nalezy interpretowaé z pewna ostroznoscig. Niemniej
jednak z powodu jednakowego schematu pobierania osocza i tkanek oraz jednolitego

traktowania probek uprawnione jest poréwnywanie otrzymanych wynikoOw pomig¢dzy

grupami.

Biomarkery

W zwiazku z przytoczonymi powyzej trudnosciami (rozdziat Wyniki) jakie
napotkano w oznaczaniu biomarkerow tj. wykorzystaniem testow, ktore nie spetniaty
parametréw (czulo$¢, zakres) deklarowanych przez producenta (czego nie mozna bylo
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przewidzie¢ przed zakupem wybranych zestawow). Wigzalo si¢ to z konieczno$cia
wykonywania wielokrotnych powtorzen oznaczenia w tych samych prébkach, co nie
zawsze bylo mozliwe ze wzgledu na brak materialu. Dotyczy to przede wszystkim
mtodych szczurow, u ktorych istnieje ograniczona objetos¢ krwi ktorg mozna pobra¢ w
odstepach tygodniowych, tak aby nie wplyna¢ negatywnie na pozostale mierzone
parametry i dobrostan zwierzat. Jednoczesnie pobranie krwi od miodych szczurow
stanowi duzo trudniejsza procedure ze wzgledu na rozmiar zwierzat, a takze ich wigksza
wrazliwo$¢ na temperaturg 1 stres zwigzany z unieruchomieniem. Takze w przypadku
co tygodniowej zbiorki moczu w klatkach metabolicznych czesto objetos¢ dostepnego
moczu byta bardzo mata i niewystarczajaca do przeprowadzania wszystkich analiz wraz
z powtorzeniami, . Z tego wzgledu udato si¢ uzyskac precyzyjnego i petnego obrazu
pozwalajacego na powigzanie przebiegu/rozwoju nadci$nienia z oznaczanymi Ww
ptynach ustrojowych parametrami. Nalezy takze podkresli¢, ze dwutygodniowy, tj.
stosunkowo krotki czas obserwacji byl dodatkowym czynnikiem limitujgcym

osiggniecie tak postawionego celu.

Niemniej jednak oznaczenie wydalania albuminy (UAE) i VEGF oraz stezenia
8-is0-PG (8-isoprostaglandyny) w osoczu, cho¢ tylko w wybranych grupach pozwala

wesprze¢ interpretacj¢ opartg na pozostatych uzyskanych wynikach.

Wyniki dotyczace wydalania VEGF-A w grupie szczuréw dorostych po
dozylnym podaniu badanych zwigzkow wskazuja na jego wzrost po 14 dniach
podawania peptydu RIY. Wyniki uzyskane w grupie szczurow kontrolnych wskazujace
na obnizenie tego czynnika prawdopodobnie sg mato wiarygodne, przy zbyt matej
liczebnosci grupy (n=3) i wymagaja dalszych badan aby méc ostatecznie stwierdzi¢ jaki
kierunek zmian jest korzystny i moze wskazywa¢ na poprawe¢ czynnosci nerek. Z
doniesien naukowych wynika, ze stezenie tego czynnika w moczu, natomiast nie w
osoczu, wzrasta na dtugo przed pojawieniem si¢ mikroalbuminurii [121], [122]. VEGF
wystepujacy w moczu produkowany jest przede wszystkim przez komorki kigbuszkow
nerkowych [123] oraz kanalikow [121]. Dotychczasowe prace nie zglebity jednak
problemu na tyle, by ostatecznie okresli¢ uzyteczno$¢ VEGF jako wskaznika
uszkodzenia btony filtracyjnej w praktyce klinicznej. W moich badaniach wszystkie
pozostate parametry czynnosci nerek wskazuja na istotng poprawe ich czynnos$ci, co
pozostawaloby w sprzecznosci z uznaniem zwigkszonego wydalania VEGF jako

czynnika prognozujgcego uszkodzenie nerek. Z drugiej strony w badaniach
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Olszynskiego (praca doktorska) [124] uzyskano wyrazng korelacj¢ pomiedzy
uszkodzeniem kitebuszkéw nerkowych a wydalaniem VEGF zaré6wno u szczuréw SHR
jak 1 u szczurdow, u ktorych wzrost ci$nienia tetniczego krwi byl zalezny od wysokiego
spozycia sodu. Trzeba jednak zauwazy¢, ze wydalanie VEGF we wspomnianych
badaniach oparte byto na przeliczeniu stezenia VEGF w oparciu o osmolalno§¢ moczu,
poniewaz brak bylo dostgpnych danych z bezposredniego pomiaru diurezy minutowe;.
Ten fakt utrudnia bezposrednie odniesienie si¢ do wynikoOw uzyskanych przeze mnie w

niniejszej pracy.

Kolejnym utrudnieniem jest brak danych z wydalania albumin w tej grupie
szczuréw, ktoére mogtoby potwierdzi¢ lub zaprzeczy¢ powigzaniu obydwu parametrow.
Pewng tendencje wzrostowag w UAE i1 wydalaniu VEGF zaobserwowano w grupie
szczuréw dorostych otrzymujacych DMSO. Pamigtamy, ze w tej grupie szczurOw
zaobserwowano najwyzsze ci$nienie krwi tetniczej po 14 dniach, co moze wskazywac
na najwigksza progresje nadcisnienia u tych zwierzat. Nie mozna jednak poming¢ faktu,
ze w tej grupie zwierzat doszto takze do bardzo istotnego wzrostu diurezy, ktora mogta

zawazy¢ na tempie wydalania tych biomarkerow.
Indeks uszkodzenia kiebuszkow

Indeks uszkodzenia kigbuszkow, oszacowany u szczurdw bedacych w fazie
rozwoju nadcis$nienia wskazywal, ze dozylnie podawany peptyd RIY dziatat
nefroprotekcyjnie — najmniejsze uszkodzenie struktur nerki w tej grupie zwierzat.
Szczury bedace w ustalonej fazie nadcisnienia, po dozylnym podaniu soli fizjologicznej
charakteryzowal najwyzszy stopien uszkodzenia kigbuszkow. Poprawe kondycji
ktebuszkéw zaobserwowano we wszystkich grupach zwierzat, ktorym podawano
zwiazki blokujace powstawanie Ang II. U zwierzat miodych nie stwierdzono takiej

zaleznosci.

Indeks uszkodzenia kigbuszkow okazuje si¢ by¢ dobrym biomarkerem, u
szczuréw z utrwalonym nadci$nieniem obnizenie GSI moze wskazywa¢ na ostabienie
stopnia nadci$nienia i jego nastepstw z tym, ze do jego wykorzystania w klinice
konieczna bylaby biopsja nerek, co oczywiscie ogranicza mozliwo$¢ jego szerszego

wykorzystania.
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4.1. Podsumowanie najwazniejszych wynikow

Uzyskane wyniki wskazuja na zablokowanie chymazy przez codzienne (14 dni),
dozylne podawanie chymostatyny u szczuréw w fazie przednadcisnieniowej (szczurdw
mtodych); nie obserwowano u nich silnej progresji nadcisnienia, ktéra obserwowano u
szczurOw otrzymujacych jej rozpuszczalnik (DMSO). Wynik ten moze wskazywaé na
potencjalng role¢ tkankowego szlaku powstawania Ang II w rozwoju nadcisnienia.

Chroniczne, dozylne podawanie badanych peptydow u zwierzat bedacych w
fazie przednadci$nieniowe] nie zapobiegatlo wzrostowi skurczowego ci$nienia krwi
tetniczej (SBP) a nawet w przypadku podania peptydu RIY zaobserwowano istotny
wzrost ci$nienia, ktorego nie zarejestrowano po podaniu jego rozpuszczalnika. Peptydy
te ostabialy natomiast progresje rozkurczowego ci$nienia krwi tetniczej (DBP), choé
zmiany te nie byly statystycznie istotne w poréwnaniu do grupy kontrolne;j.
Dozotadkowe podanie peptydu RIY =zapobiegalo zaré6wno wzrostowi ci$nienia
skurczowego jak 1 rozkurczowego w porownaniu do grupy kontrolnej, u ktorej
obserwowano istotny statystycznie wzrost SBP po 2 tygodniach i wzrost DBP juz po
pierwszym tygodniu traktowania. Efekt ten byl szczegélnie widoczny w trakcie
drugiego tygodnia podawania RIY. Peptyd VWIS nie wptynat na ksztalt krzywych
opisujagcych zmiany cis$nienia tetniczego krwi; byly one podobne do tych
obserwowanych w grupie otrzymujacej rozpuszczalnik.

Wyniki oznaczenia poziomu Ang II u szczuréw miodych wskazuja na znacznie
wyzsze jej stgzenie w nerce we wszystkich grupach zwierzat leczonych i kontrolnych,
co moze wskazywac na pierwotny, zalezny od nadmiernego powstawania Ang II, udziat
nerki w rozwoju nadci$nienia genetycznie uwarunkowanego. Po dozylnym podaniu obu
peptydéw zaobserwowano dos¢ silng tendencje do wzrostu stezenia Ang Il w sercu, co
jest zmiang niekorzystna.

Codzienne, dozylne podawanie CH u zwierzat pozostajagcych w utrwalonej fazie
nadci$nienia nie obnizylo ci$nienia te¢tniczego krwi. Dwutygodniowe podawanie
peptydu VWIS (dozylne i dozotadkowe) takze nie wptyngto na wielko$¢ cisnienia
tetniczego krwi. Z kolei dozylne podawanie peptydu RIY obnizylo istotnie zaréwno
skurczowe jak 1 rozkurczowe ci$nienie krwi tgtniczej; istotne obnizenie po leczeniu
peptydem RIY obserwowano juz po tygodniu podawania (ok. 10% dla SBP) 1 ten

hipotensyjny efekt utrzymat si¢ przez caty okres obserwacji.
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W grupie szczuréw miodych obserwowano wzrost spozycia wody i wydalania
moczu we wszystkich grupach niezaleznie od stosowanego ,leczenia”, co
prawdopodobnie zwigzane bylo z toczagcym si¢ procesem rozwoju i1 dojrzewania
zwierzat. Istotny statystycznie wzrost wydalania sodu i wody zanotowano rowniez w
grupie otrzymujacej dozylnie chymostatyne, co moze byé zwigzane z wyzszym, niz w
innych grupach ci$nieniem krwi t¢tniczej 1 uruchomieniem tzw. mechanizmu pressure
diuresis. Po podaniu dozotagdkowym badanych peptydow i ich rozpuszczalnika
obserwowano tendencj¢ do wzrostu wydalania moczu i1 wydalania substancji
osmotycznie czynnych. Podwyzszone przyjmowanie wody niezwigzane z wyzszym
wydalaniem moczu w grupie otrzymujacej 0.9% NaCl moglo przyczynia¢ si¢ do
wzrostu ci$nienia krwi tetniczej w tej grupie. Reasumujgc, podawanie peptydow
zarowno dozylnie jak i dozoladkowo nie wptyneto na zwiekszenie wydalania sodu z
moczem, co mogloby przyczyni¢ si¢ do zahamowania progresji ci$nienia t¢tniczego
krwi u zwierzat pozostajacych w fazie przednadci$nieniowe;.

W  grupach szczurow bilans przyjmowania 1 wydalania ptyndw byl
niezaburzony. Nie stwierdzono tez zadnych zmian w wydalaniu wody i sodu, ktore
moglyby odpowiada¢ za efekty hipotensyjne badanych zwigzkow.

Wyniki obrazowania metoda rezonansu magnetycznego wykonano tylko dla
szczurow bedacych w ustalonej fazie nadci$nienia, po dozylnym podaniu badanych
zwiagzkow. Zaobserwowano izolowane obnizenie przeptywu krwi w korze nerki po 14
dniach podawania chymostatyny. W tej samej grupie szczurow, bedacych w utrwalone;j
fazie nadci$nienia 1 otrzymujagcych CH, obserwowano takze najnizszg filtracje
ktebuszkowa (mierzong po 14 dniach w doswiadczeniach ostrych, w narkozie) jak i o
ok. 50% (p<0,05) wyzsze stezenie Ang Il w nerce. Doszto takze do wzrostu stezenia
tego hormonu w osoczu. Obserwowano takze pewnag tendencj¢ do zwigkszonego
wydalania albuminy z moczem ale zmiana ta nie byla statystycznie istotna.
Podsumowujac wydaje si¢, ze zablokowanie chymazy w grupie szczuréw dorostych
prowadzi do pobudzenia osoczowego uktadu RAAS 1 wytwarzania Ang Il droga

zalezng od ACE.

Chroniczne podawanie zwierzetom dorostym peptydu RIY droga dozylng
obnizyto przeptyw krwi w rdzeniu zewnetrznym nerki (obrazowanie rezonansem) ale
wywotato tez szereg efektdéw pozytywnych; odnotowano wzrost wydalania azotandw i

azotynéw (po 14 dniach) wskazujacy na poprawe czynnosci srodblonka, obnizenie
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stezenia Ang II w nerce (p<0,05) oraz wyrazny trend do obniZenia jej poziomu takze w
osoczu i w sercu. Zaobserwowano wyrazny trend do poprawy ukrwienia kory nerki i
obnizenia stopnia uszkodzenia ktgbuszkéw (GSI, p=0,08).

U zwierzat otrzymujacych ten sam peptyd drogg dozoladkowg rowniez
zaobserwowano szereg korzystnych zmian, cho¢ jak wspomniano nie doszto u nich do
istotnego obnizenia ci$nienia krwi tetniczej. Po 14 dniach podawania zwiagzku
obserwowano wzrost hemodynamiki nerek, ok. 50% wzrost GFR oraz istotne obnizenie
wskaznika uszkodzenia kiebuszkow. Wiekszos¢ uzyskanych wynikéw wskazuje, ze
efekty uzyskane po RIY zaleza od zmian hemodynamicznych w uktadzie krazenia i
wydalania, natomiast nie od wptywu na transport kanalikowy.

Opierajac si¢ na badaniach in vitro, przedstawionych w niniejsze dysertacji,
ktore wykazaly wlasciwosci blokujace peptydu RIY w stosunku do chymazy, a
takze na danych literaturowych wskazujacych na niewielkie powinowactwo do
blokowania ACE mozna sugerowaé, ze korzystne efekty podawania RIY sa
nastepstwem, przynajmniej czeSciowego blokowania obu Kkluczowych szlakow
wytwarzania Ang I1.

Podobnych zmian nie obserwowano po drugim z badanych peptydow VWIS;
przeciwnie u zwierzat mtodych, zardbwno po podaniu dozylnym jak i dozotadkowym,
dochodzito do wzrostu ci$nienia rozkurczowego, pewnego uposledzenia hemodynamiki
nerek 1 wzrostu stezenia Ang Il w sercu (tylko po podaniu i.v.). Nie zmieniat si¢ tez
wskaznik uszkodzenia kiebuszkow. Z kolei u zwierzat dorostych po dozylnym podaniu
VWIS obserwowano obnizenie GSI i tendencj¢ do poprawy ukrwienia kory nerki.
Podanie dozoladkowe wywotato uposledzenie hemodynamiki nerek i obnizenie GFR
(pomiar w doswiadczeniach ostrych, w narkozie).

Wydaje sie, ze brak zaktadanej (i zblizonej do RIY) skutecznos$ci pochodzacego
z nasion rzepaku peptydu VWIS wynika z jego rozpadu w uktadzie pokarmowym i
krwiono$nym do fragmentéw, z ktérych VW jest co prawda stabym blokerem ACE
(dane literaturowe) ale nie posiada takich wilasciwosci wobec chymazy (pokazane w
dysertacji badania in vitro). W zwigzku z powyzszym wydaje si¢, ze blokowanie tylko
jednego ze szlakow, moze w ukladzie przewleklym prowadzi¢ do uruchomienia
alternatywnego szlaku konwersji angiotensyny, tj. szlaku zaleznego od chymazy. Co
wiecej, w zatozonej przez nas hipotezie to wtasnie tkankowe powstawanie Ang II w
warunkach patologicznych ma kluczowe znaczenie dla uszkodzenia narzadow i dalszej

progresji nadci$nienia.
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Przebadany przez nas po raz pierwszy w do§wiadczeniach chronicznych peptyd
RIY wydaje si¢ by¢ zwigzkiem bardzo obiecujacym w prewencji nadci$nienia,
szczegoblnie, ze jego efekt protekcyjny widoczny byt u zwierzat mtodych po podaniu
dozotadkowym. Ta sama dawka leku skutecznie obnizata tez ci$nienie tetnicze krwi u
szczurdbw bedacych w utrwalonej fazie nadci$nienia, z tym, ze efekt ten byt
obserwowany wylacznie po podaniu dozylnym. Mozna przypuszczaé, ze zwickszenie
dozotadkowej dawki u 16-tyg SHR lub/i wydtuzenie czasu ,,leczenia” skutkowatoby
takze efektem hipotensyjnym u zwierzat z utrwalonym nadci$nieniem. Przestanka
wspierajacg takie wnioskowanie s3 réwniez wyniki dotyczace zmniejszenia
uszkodzenia kigbuszkoéw, wydalania metabolitow NO i poziomu Ang II w tkankach,
ktore tacznie wskazywa¢ moga na korzystny wptyw na narzady zalezny od obnizenia
poziomu tkankowej Ang II, zarowno w nerce jak 1 w sercu. Nalezy podkresli¢, ze po
dozylnym podaniu RIY obserwowano takze najnizszy poziom Ang II w osoczu, co
dodatkowo wspiera nasze wnioskowanie o korzystnym dziataniu tego zwigzku w
leczeniu i/lub prewencji choroby nadci$nieniowej, ktorej istotnym komponentem

sprawczym jest podwyzszona aktywno$¢ RAAS.
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4.2. WhniosKki

1. Brak dlugotrwalego hipotensyjnego efektu podawania chymostatyny oraz wzrost
osoczowego poziomu Ang Il moze wskazywa¢ na prawdopodobienstwo uruchomienia
mechanizmu przesunigcia szlaku konwersji Ang I w Ang Il w stron¢ metabolizmu
zaleznego od ACE, w wyniku dtuzszej ingerencji w szlak ACE niezalezny (izolowane
blokowanie chymazy).

2. Otrzymane wyniki moga wskazywac¢ na role tkankowego szlaku konwersji Ang
I oraz na istotny udziat nerki, zalezny od nadmiernej ilosci wytwarzanej Ang Il w tym

narzadzie, w rozwoju nadcis$nienia o podtozu genetycznym..

3. Wyzsza skuteczno$¢ RIY wydaje si¢ wynika¢ nie tylko z posiadania
wlasciwosci hamujacej wobec obu gtownych enzymoéw konwertujacych Ang I (ACE 1
chymaza), ale takze, wynikajacych z jego budowy, zdolnosci do wnikania do wngtrza
komorek, gdzie peptyd ten moglby blokowa¢ chymaze i synteze Ang Il z Ang (1-12).

4. Korzystne efekty blokowania procesu powstawania Ang Il po RIY nie zalezaty
od wplywu na czynno$¢ wydalnicza nerek, natomiast zalezaly od zmian

hemodynamicznych w uktadzie krazenia i wydalania.

5. Brak dlugotrwatego hipotensyjnego efektu podawania VWIS jest
prawdopodobnie zalezny od jego cigcia w ukladzie krazenia i pokarmowym na
fragmenty, ktore co najwyzej mogly blokowa¢ ACE, pozostajac bez wpltywu na
chymaze.

6. Indeks uszkodzenia ki¢buszkow oraz wydalanie azotanow 1 azotynéw wydajg si¢

by¢ dobrymi biomarkerami stopnia rozwoju nadcis$nienia

Wyniki naszych badan wskazuja na hipotensyjny i protekcyjny wobec nerki
wplyw RIY po podaniu dozylnym. Wydaje si¢ takze, ze przedluzenie czasu
podawania lub/i zwi¢kszenie dozoladkowej dawki tego peptydu mogloby nie tylko
poprawi¢ funkcj¢ narzadow ale wywola¢ mierzalne efekty hipotensyjne.
Reasumujac uzyskane wyniki wskazuja na duzy potencjal peptydu RIY w leczeniu

i/lub prewencji choroby nadciSnieniowej w przyszlosci.
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Aneks - Tabele zbiorcze

Ponizej znajduje si¢ zestawienie wynikow w Tabelach zbiorczych. W Tabeli 1,
II, 1L, IV zgromadzono dane pokazujace przebieg ci$nienia tetniczego krwi w dniach: 0,
7, 14. Dane reprezentujg usrednione wartosci BP z kazdej godziny, to jest przed
podaniem (godzina -1) 1 w ciggu kilku godzin od podania badanych zwigzkéw (od 1 do
6h oraz usrednionej z 24-tej godziny). W tabeli V, VI, VII, VIII przedstawiono dane

parametréw metabolicznych, wydalniczych i osoczowych.
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