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Streszczenie 

Dieta wysokosodowa jest jednym z istotnych czynników ryzyka rozwoju chorób układu 

sercowo-naczyniowego, w tym nadciśnienia tętniczego, zaburzeń kognitywnych i udaru 

mózgu. Mechanizm leżący u podłoża wzrostu ciśnienia tętniczego pod wpływem wysokiego 

spożycia sodu nie jest do końca poznany. Wiadomo, że dieta wysokosodowa prowadzi 

do wzrostu ciśnienia tętniczego w przypadku dysfunkcji nerek lub w przypadku sodo-

wrażliwości, zjawiska obserwowanego u 30 % populacji na świecie. Przez długi czas uważano, 

że sodowrażliwość związana jest z zaburzeniem funkcji nerki, oraz z nadmierną aktywacją 
osoczowego układu renina-angiotensyna-aldosteron (RAAS). Kluczowym enzymem 

aktywującym ten układ jest renina – enzym proteolityczny wytwarzany w aparacie 

przykłębuszkowym nerki – katalizujący przekształcenie angiotensynogenu osoczowego 

w angiotensynę I, która pod wpływem enzymu konwertującego (ACE) ulega przemianie 

w angiotensynę II (Ang II). Angiotensyna II za pośrednictwem receptorów błonowych AT1R 

wywiera w organizmie wiele działań prowadzących do wzrostu ciśnienia tętniczego krwi. 

Jednym z nich jest silne działanie kurczące mięśnie gładkie naczyń krwionośnych, prowadzące 

do wzrostu całkowitego oporu obwodowego. Wyniki badań doświadczalnych ostatnich 

dziesięcioleci nad wpływem diety wysokosodowej na układ krążenia zwróciły uwagę badaczy 

na naczyniowy układ renina-angiotensyna (RAS). Jest to jeden z układów tkankowych, 

w którym Ang I jest przekształcana w Ang II  lokalnie, pod wpływem  proteaz serynowych 

takich jak chymaza i elastaza-2, blokowanych chymostatyną. Koncepcja aktywacji RAS pod 

wpływem diety wysokosodowej spowodowała przesunięcie punktu ciężkości badań nad 

przyczynami sodo-zależnego nadciśnienia tętniczego w kierunku układu naczyniowego. 

Badanie zmian naczyniowych w kontekście przyczyn sodo-zależnego nadciśnienia tętniczego 

stało się jeszcze bardziej  zasadne, kiedy wykazano, że podwyższenie stężenia jonów sodu 

w środowisku zewnątrzkomórkowym powoduje zmniejszenie wrażliwości komórek 

śródbłonka na odkształcenie mechaniczne (sztywnienie śródbłonka) i zmniejszenie wydzielania 

tlenku azotu (NO) w odpowiedzi na naprężenie ścinające. Konsekwencją takich zmian 

w obwodowych oporowych naczyniach krwionośnych jest wzrost całkowitego oporu 

obwodowego (TPR)  i zwiększenie ciśnienia tętniczego krwi. Natomiast, w naczyniach 

krążenia mózgowego, zmniejszenie wydzielania NO zwiększa ryzyko wystąpienia zaburzeń 

poznawczych, powstania zatorów wewnątrznaczyniowych i może prowadzić do udaru mózgu.  

Na podstawie badań in vitro postuluje się, że u podstaw zmian czynnościowych 

obserwowanych w naczyniach krwionośnych pod wpływem zwiększonego stężenia jonów sodu 
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leży uszkodzenie warstwy glikokaliksu, pokrywającej śródbłonek od strony wnętrza naczynia. 

Glikokaliks zapobiega nie tylko adhezji elementów komórkowych krwi do ściany naczyniowej, 

ale stanowi również bufor dla jonów sodu (może wiązać je w swojej strukturze) i  jest 

czujnikiem napięcia ścinania, od którego zależy toniczne wydzielanie tlenku azotu 

ze śródbłonka naczyniowego.  

Mechanizm niekorzystnego działania diety wysokosodowej na regulację napięcia 

ściany naczyń krwionośnych nie został w pełni poznany. Badania wpływu nadmiernej podaży 

sodu i sodo-zależnego nadciśnienia tętniczego na regulację oporu naczyń krwionośnych 

są fragmentaryczne, a wnioski dotyczące tego zagadnienia są często wyprowadzane 

na podstawie wyników uzyskanych z badań na hodowlach komórek wchodzących w skład 

ściany naczyń  krwionośnych. Nie wiadomo, w jakim stopniu zmiany powstające w naczyniach 

oporowych w przebiegu sodo-zależnego nadciśnienia tętniczego są uwarunkowane zwiększoną 
podażą sodu w diecie, a w jakim samym nadciśnieniem. Nie wiadomo również  czy, i w jakim 

stopniu, naczyniowy układ renina-angiotensyna bierze udział w powstawaniu lub utrzymaniu 

sodo-zależnego nadciśnienia tętniczego. Zbadanie tego ostatniego zagadnienia wydaje się 
szczególnie istotne z punktu widzenia pewnych problemów związanych z leczeniem 

nadciśnienia tętniczego za pomocą inhibitorów ACE. Długotrwałe leczenie za pomocą leków 

z tej grupy traci skuteczność u około 15% pacjentów. Zjawisko to nosi nazwę „ucieczki 

angiotensyny” (ang. angiotensin escape) i charakteryzuje się postępującym zwiększaniem 

osoczowego stężenia Ang II mimo kontynuacji leczenia.  W związku z tym, ze wszech miar 

zasadne wydaje się poszukiwanie leków hamujących powstawanie angiotensyny II w sposób 

niezależny od inhibitorów ACE. 

Osobnym, także bardzo ważnym zagadnieniem, jest wpływ nadmiernego spożycia sodu 

– istotnego czynnika ryzyka udaru mózgu – na regulację napięcia tętnicy środkowej mózgu. 

Jest to naczynie krwionośne, którego niedrożność jest najczęstszą przyczyną udaru 

niedokrwiennego, a zaburzenia regulacji mogą prowadzić do deficytów poznawczych. Wpływ 

diety wysokosodowej i sodo-zależnego nadciśnienia tętniczego na mechanizmy regulacji  

napięcia tej tętnicy nie był systematycznie badany.  

W związku z powyższym celem pracy było sprawdzenie następujących hipotez:  

1. Długotrwale stosowana dieta wysokosodowa wywołuje zmiany czynnościowe: 

i. w obwodowych  naczyniach krwionośnych typu oporowego, mające istotny wpływ 

na rozwój sodo-zależnego nadciśnienia tętniczego; ii. w tętnicy środkowej mózgu, 

prowadząc do zaburzenia  śródbłonkozależnej regulacji krążenia mózgowego;  
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2. Długotrwale stosowana dieta wysokosodowa wpływa niekorzystnie na mikrobiotę 
jelitową, prowadząc do nadmiernej produkcji trimetyloaminy (TMA) i jej utlenowanej 

pochodnej TMAO;  

3. Rozwój sodo-zależnego nadciśnienia tętniczego jest związany zarówno z  pobudzeniem 

osoczowego, jak i lokalnego układu renina-angiotensyna;  

4. Inhibitory chymazy są skuteczniejsze w leczeniu sodo-zależnego nadciśnienia 

tętniczego niż inhibitory osoczowego enzymu konwertującego angiotensynę.  
Badania były finansowane z programu MMRC-KNOW/KNOW 05: „Udział zmian 

naczyniowych w rozwoju sodo-zależnego nadciśnienia tętniczego”. Na przeprowadzenie badań 

otrzymano zgodę IV Lokalnej Komisji Etycznej ds. Badań na Zwierzętach Doświadczalnych 

(zezwolenia nr: 05/2014, WAW2/076/2018, WAW2/075/2018). Przeprowadzono je na 

139 tętnicach środkowych mózgu i 137 tętnicach zaopatrujących mięsień smukły, izolowanych 

z samców szczurów szczepu Sprague-Dawley (SD) o masie ciała około 300g. Szczury 

utrzymywane były przez 28 dni w otwartych klatkach z wolnym dostępem do pokarmu i wody. 

Pokarm stanowiła karma granulowana o standardowej (NS) lub zwiększonej (HS) zawartości 

sodu.  Ogółem użyto 140 zwierząt. 
Utworzono następujące grupy doświadczalne: 1. SD z pozorowaną nefrektomią 

na diecie NS  (SHAM-NS) – grupa kontrolna 1; 2. SD z pozorowaną nefrektomią na diecie HS  

(SHAM-HS); 3. SD z jednostronną nefrektomią na diecie NS (UNX-NS) – grupa kontrolna 2; 

4. SD z jednostronną nefrektomią na diecie HS (UNX-HS) – model sodo-zależnego 

nadciśnienia tętniczego; 5. UNX-HS  otrzymujące enalapril (UNX-HS+Enal), 6. UNX-HS  

otrzymujące chymostatynę (UNX-HS+Chym).    

Jednostronną operację nefrektomii (pozorowanej nefrektomii w grupie szczurów 

SHAM) wykonywano w sterylnych warunkach w znieczuleniu (ketamina 50 mg/kg i ksylazyna 

7,5 mg/kg, i.p.). Okolice miejsca nacięcia były golone i dezynfekowane. Otwierano jamę 
brzuszną przez nacięcie boczne, a otaczające tkanki oddzielano, aby odsłonić nerkę. 
Po oddzieleniu i podwiązaniu pęczka naczyniowego i moczowodu, nerkę usuwano. Operację 
pozorowanej nefrektomii przeprowadzano w ten sam sposób, ale bez podwiązywania 

i usuwania nerki. Po zabiegu/zabiegu pozorowanym ranę zszywano. W celu złagodzenia bólu 

pooperacyjnego, stosowano Metacam (0,2 mg/kg, s.c.). Zwierzęta umieszczano ponownie 

w klatkach bytowych i obserwowano do czasu pełnego wybudzenia z narkozy.  

Podczas trwania diety raz w tygodniu prowadzono pomiary ciśnienia tętniczego krwi 

metodą nieinwazyjną (system IITC Life Sciences Blood Pressure, Woodland Hills, CA, USA). 
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Oznaczano również stężenie jonów sodu w osoczu krwi pobieranej z żyły ogonowej (fotometr 

PFP7/C, Jenway Ltd, Stone, Wielka Brytania).  

W celu pobrania krwi do oznaczeń biochemicznych oraz naczyń krwionośnych 

do badań ex vivo zwierzę znieczulano mieszaniną O2/N2O (30%/70%) zawierającą 
5% izofluranu. Po sprawdzeniu, że zwierzę nie cofa łapy w odpowiedzi na ucisk, wykonywano 

dekapitację za pomocą specjalnie do tego celu przeznaczonej gilotyny. Mieszaną krew 

wypływającą z naczyń szyjnych pobierano do probówek i wirowano, zebrane osocze 

zamrażano w temperaturze -80 oC. Mózg wyjmowano w czasie krótszym niż 3 min 

od dekapitacji i umieszczano w jałowym roztworze 0,9% NaCl o temperaturze 4 ºC. W tym 

samym czasie pobierano odpowiednie wycinki mięśnia smukłego, umieszczano je w takim 

samym roztworze jak mózg. Następnie izolowano po jednej tętnicy każdego rodzaju – tętnicę 
zaopatrującą mięsień smukły (GMA) i tętnicę środkową mózgu (MCA) – i umieszczano je 

w komorach arteriografu, wypełnionych roztworem soli fizjologicznej buforowanej kwasem 3-

(N-morpholino)-propanesulfonowym (MOPS-PSS) z dodatkiem 1% dializowanej albuminy 

wołowej, w których prowadzono badania czynnościowe. Pozostałe tętnice mrożono w suchym 

lodzie i przechowywano w temperaturze -80 oC. 

Po przeniesieniu do komory arteriografu, naczynie kaniulowano za pomocą szklanej 

kapilary i perfundowano (MOPS-PSS). Perfuzja odbywała się pod stałym ciśnieniem 

hydrostatycznym, uzyskanym dzięki umieszczeniu zbiornika zawierającego bufor do perfuzji 

odpowiednio wyżej niż zbiornik, do którego odpływa bufor z perfundowanego naczynia. Płyn 

na zewnątrz naczynia (MOPS-PSS), o temperaturze 37 ºC i pH 7,4 wymieniano w tempie 

20 ml/min przy użyciu pompy perystaltycznej. Naczynie obserwowano przy pomocy toru 

wizyjnego złożonego z kamery i monitora telewizyjnego. Średnicę naczynia mierzono 

bezpośrednio na ekranie monitora. Podczas fazy stabilizacyjnej wynoszącej 60 minut naczynie 

nabierało napięcia miogennego.  

Badano odpowiedzi GMA i MCA na podanie: i) substancji naczyniokurczących: 

agonisty receptora AT1 (AT1agon, 5 × 10-10 M, 10-9 M, 5 × 10-9 M, 10-8 M) i endoteliny-1 (ET-

1, 10-10 M, 5 × 10-10 M, 10-9 M, 5 × 10-9 M, 10-8 M); ii) substancji o zależnym od śródbłonka 

działaniu naczyniorozszerzającym: acetylocholiny (ACh, 10-9 M 10-8 M, 5 × 10-8 M, 10-7 M, 

5 × 10-7 M) w przypadku GMA i adenozyno-5′-trifosforanu (ATP 10-8 M, 5 × 10-8 M, 10-7 M, 

5 × 10-7 M, 10-6 M) w przypadku MCA; iii) inhibitora syntazy tlenku azotu – ester metylowy-

nitro-L-argininy (L-NAME, 10-5 M) w celu zbadania udziału NO w utrzymaniu napięcia 

podstawowego badanych naczyń. ATP podawano do wewnątrz naczynia, pozostałe związki 
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podawano zewnątrznaczyniowo. Średnica GMA i MCA była mierzona po 5 (AT1agon), 15 

(ACh, ATP, ET-1) lub 30 minutach (L-NAME) po podaniu badanej substancji.  

W dalszych doświadczeniach, pobierano GMA i MCA od zwierząt z sodo-zależnym 

nadciśnieniem UNX-HS, którym przez 14 dni podawano substancje hipotensyjne – enalapril 

lub chymostatynę. Na tych naczyniach badano związki testowe, w przypadku których 

obserwowano nieprawidłową reakcję w grupie  nieleczonych UNX-HS; tak więc powtórzono 

badanie dawka - odpowiedź  na podanie:  AT1agon w przypadku GMA,  ATP w przypadku MCA 

oraz odpowiedź na podanie L-NAME w przypadku obu naczyń.   

Schemat podawania substancji hipotensyjnych wyglądał następująco – u szczurów 

z nefrektomią na diecie HS po 2 tygodniach diety podawano przez 2 kolejne tygodnie w wodzie 

do picia enalapril w dawkach 5, 10, 20, 40 mg/kg (grupy UNX-HS+Enal) lub chymostatynę 

w dawkach 1, 2, 4, 6 mg/kg (grupy UNX-HS+Chym). 

Ponadto, raz w tygodniu przez cały czas trwania doświadczenia w klatkach 

metabolicznych (Tecniplast Gazzada, Buguggiote, Włochy) wykonywano pomiary natriurezy, 

dobowej diurezy i dobowego spożycia  wody. Stężenie jonów sodu w osoczu oznaczano przy 

użyciu fotometru płomieniowego (PFP7/C, Jenway Ltd, Stone, Wielka Brytania). 

W próbkach osocza pobranych po 28 dniach, na zakończenie doświadczenia, oznaczano 

poziom angiotensyny II, syndekanu-1, TMA i TMAO oraz ADMA.   

Do analizy statystycznej danych stosowano test jednoczynnikowej analizy wariancji 

(ANOVA) i test wielokrotnych porównań Tukey’a  (porównania międzygrupowe) lub test t-

Studenta. Prawdopodobieństwo nie przekraczające wartości p < 0,05 uznawano za istotne 

statystycznie.  

Uzyskano następujące wyniki:  

1. U zwierząt z wysoką podażą sodu w diecie nie obserwowano zmian stężenia jonów 

sodu w osoczu. Pomimo to, odpowiedź na podanie L-NAME była zmniejszona 

zarówno w przypadku GMA, jak i MCA, co wskazuje na dysfunkcję śródbłonka. 

2. Dieta wysokosodowa prowadziła do zwiększenia odpowiedzi tętnicy zaopatrującej 

mięsień smukły na substancje naczyniokurczące - agonistę AT1R oraz endotelinę-
1, przy czym odpowiedź GMA na podanie śródbłonkozależnej ACh nie uległa 

zmianie.  

3. Dieta wysokosodowa nie wywołała zmian w odpowiedzi MCA ani na podanie 

substancji naczyniokurczących - agonisty AT1R oraz endoteliny-1 ani substancji 

naczyniorozszerzającej – śródbłonkozależnego  ATP.  
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4. U zwierząt z wysoką podażą sodu w diecie w osoczu krwi obserwowano 

zmniejszenie stężenia azotynów i endogennego inhibitora syntaz NO – ADMA oraz 

zwiększenie wskaźnika uszkodzenia glikokaliksu – syndekanu-1. 

5. Wysoka podaż sodu w diecie spowodowała wyraźną tendencję do zwiększenia 

stężenia toksycznych metabolitów bakterii jelitowych TMA i TMAO w osoczu.  

6. U zwierząt z sodo-zależnym nadciśnieniem tętniczym UNX-HS zaobserwowano 

zwiększenie wrażliwości GMA na naczyniokurczącą endotelinę-1, w porównaniu 

z wrażliwością GMA w grupie SHAM-HS na diecie wysokosodowej bez 

nadciśnienia.  

7. U zwierząt z sodo-zależnym nadciśnieniem tętniczym UNX-HS obserwowano 

znaczne zmniejszenie wrażliwości MCA na podanie substancji  

naczyniorozszerzającej i  śródbłonkozależnej jaką jest ATP. 

8. Chymostatyna była bardziej skuteczna w obniżaniu ciśnienia tętniczego krwi 

niż enalapril.  

9. Chymostatyna, w przeciwieństwie do enalaprilu, normalizowała zależność dawka-

odpowiedź dla agonisty receptora AT1.  

10. Żadna z badanych substancji o działaniu hipotensyjnym nie poprawiła odpowiedzi 

na podanie L-NAME. 

Podsumowując, przedstawione w niniejszej rozprawie wyniki badań wskazują, 
że podwyższona podaż sodu w diecie, nawet jeśli nie towarzyszy jej wzrost stężenia jonów 

sodu w osoczu i nadciśnienie, prowadzi do dysfunkcji śródbłonka. Dysfunkcja śródbłonka 

dotyka zarówno obwodowe, jak i mózgowe  naczynia oporowe. Ponadto, dieta wysokosodowa 

nasila odpowiedź na substancje naczyniokurczące w obwodowych, ale nie mózgowych  

naczyniach oporowych. W rozwoju sodo-zależnego nadciśnienia tętniczego biorą udział 

zarówno osoczowy jak i tkankowy układ renina–angiotensyna, jednakże blokowanie układu 

tkankowego wydaje się być bardziej skuteczne w obniżaniu  ciśnienia tętniczego 

niż blokowanie układu osoczowego. 
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Summary 

A high-sodium diet is one of the important risk factors for developing cardiovascular 

diseases, including high blood pressure, cognitive deficits and stroke. The mechanisms 

underlying the increase in blood pressure due to high sodium intake is not well understood. It 

is known that a high-sodium diet leads to an increase in blood pressure in the case of kidney 

dysfunction or sodium sensitivity, a phenomenon observed in 30% of the world's population. 

For a long time, it was believed that sodium sensitivity is associated with renal dysfunction and 

excessive activation of the plasma renin-angiotensin-aldosterone (RAAS) system. The key 

enzyme activating this system is renin – a proteolytic enzyme produced in the renal 

juxtaglomerular apparatus – catalyzing the conversion of plasma angiotensinogen into 

angiotensin I, which is further metabolized by of the converting enzyme (ACE) to angiotensin 

II (Ang II). Angiotensin II, acting at the AT1R membrane receptors, exerts many actions 

leading to an increase in blood pressure. One of them is the strong contracting effect of vascular 

smooth muscles, leading to an increase in total peripheral resistance and thus promoting 

hypertension. The results of experimental studies of the last decades on the effect of a high-

sodium diet on the circulatory system have drawn the attention of researchers to the vascular 

system of renin-angiotensin (RAS). This is one of the tissue systems where Ang I is converted 

to ANG II locally with a help of serine proteases such as chymase and elastase-2, which are 

blocked by chymostatin. 

The concept of RAS activation in response to a high-sodium diet has shifted the focus 

of research on the etiology of sodium-dependent hypertension towards the vascular system. The 

study of vascular changes in the context of sodium-dependent hypertension became even more 

relevant when it was shown that an increase in the concentration of sodium ions in the 

extracellular environment reduces the sensitivity of endothelial cells to mechanical deformation 

(endothelial stiffening) and reduces the secretion of nitric oxide (NO) in response to shear 

stress, the disturbance known as endothelial dysfunction. The consequence of such changes in 

peripheral resistance vessels is an increase in vascular resistance and an increase in blood 

pressure. In the cerebral circulation endothelial dysfunction increases the risk of dementia and 

intravascular emboli, which may result in stroke. 

The effect of a high-sodium diet on the regulation of vascular wall tone is not fully 

understood. Based on in vitro studies, it is postulated that the functional changes observed in 

blood vessels exposed to increased concentration of sodium ions are due to damage to the 

glycocalyx of the endothelium. Glycocalyx, lining blood vessels from the inside, prevents not 
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only the adhesion of blood cells to the vascular wall, but also acts as a buffer for sodium ions 

(it can bind them in its structure) and is a shear stress sensor, required for the flow-dependent 

basal  production of NO.   

Studies on the effect of a high-sodium diet and sodium-dependent hypertension on the 

regulation of resistance blood vessel are fragmentary, and conclusions are often derived from 

ex vivo studies on cell cultures of cells that are constituents of the vessel wall. It is not known 

to what extent the changes occurring in the resistance vessels in the course of sodium-dependent 

hypertension are conditioned by the increased supply of sodium in the diet, and to what extent 

by hypertension itself. It is also unknown whether and to what extent the renin-angiotensin 

vascular system is involved in the development or maintenance of sodium-dependent 

hypertension. Examination of the latter issue seems to be particularly important from the point 

of view of some problems associated with the treatment of human hypertension with ACE 

inhibitors. Long-term treatment with drugs from this group loses effectiveness in about 15% of 

patients. This phenomenon is called 'angiotensin escape' and is characterized by a progressive 

increase in plasma Ang II levels despite continued treatment. Therefore, it seems reasonable to 

search for drugs that inhibit the formation of angiotensin II independent of ACE inhibitors. 

A separate and very important issue is also the effect of excessive sodium intake – an 

important risk factor for stroke – on the regulation of the tone of the middle cerebral artery. The 

occlusion of this vessel occurs in the majority of cases of ischemic stroke in humans. The 

influence of a high-sodium diet and sodium-dependent hypertension on the mechanisms 

regulating the tone of this artery has not been systematically investigated. 

Thus the aim of this project was to test the following hypotheses:  

1. A long-term high-sodium diet causes functional changes: i. in peripheral resistance 

blood vessels, which have a significant impact on the development of sodium-dependent 

arterial hypertension; ii.  in the middle cerebral artery, leading to impairment of 

endothelium-dependent regulation of cerebral circulation; 

2. Long-term high-sodium diet adversely affects the intestinal microbiota, leading to 

excessive production of trimethylamine (TMA) and its oxidized derivative TMAO; 

3. The development of sodium-dependent hypertension is associated with the activation of 

both plasma and local renin-angiotensin system; 

4. Chymase inhibitors are more effective than ACE inhibitors as hypotensive therapy in 

sodium-dependent hypertension. 

The project was financed from the MMRC-KNOW/KNOW 5 program: "The 

participation of vascular changes in the development of sodium-dependent hypertension". The 
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study was approved by the IV Local Ethical Committee for Research on Experimental Animals 

(approvals No. 05/2014, WAW2/076/2018, WAW2/075/2018). They were carried out on 

139 middle cerebral arteries and 137 gracilis muscle arteries, isolated from male Sprague-

Dawley (SD) rats weighing about 300 g. The rats were kept for 28 days in open cages with free 

access to chow pellets and water. Chow pellets contained either a standard (NS) or increased 

(HS) sodium content. In total, 140 animals were used. 

The following experimental groups were created: 1. SD with sham nephrectomy on NS 

diet (SHAM-NS) – control group 1; 2. SD with sham nephrectomy on HS diet (SHAM-HS); 

3. SD with unilateral nephrectomy on NS diet (UNX-NS) – control group 2; 4. SD with 

unilateral nephrectomy on HS diet (UNX-HS) – sodium-dependent hypertension model; 

5. UNX-HS receiving enalapril (UNX-HS+Enal); 6. UNX-HS receiving chymostatin (UNX-

HS+Chym). 

Unilateral nephrectomy (sham nephrectomy in a group of SHAM rats) was performed 

in sterile conditions under anesthesia (ketamine 50 mg/kg and xylazine 7.5 mg/kg, i.p.). The 

incision area was shaved and disinfected. The abdominal cavity was opened through a lateral 

incision and the surrounding tissues were separated to expose the kidney. After separation and 

ligation of the vascular bundle and ureter, the kidney was removed. Sham nephrectomy was 

performed in the same manner, but without ligation and removal of the kidney. After 

surgery/sham surgery, the wound was sutured. Metacam (0.2 mg/kg, s.c.) was used to relieve 

postoperative pain.  

During the diet, blood pressure was measured once a week using a non-invasive method 

(IITC Life Sciences Blood Pressure system, Woodland Hills, CA, USA). At the same time 

points, concentration of plasma sodium ions was determined in the plasma of blood taken from 

the caudal artery (PFP7/C photometer, Jenway Ltd, Stone, UK).  

In addition, in a separate group of rats, natriuresis, daily diuresis and daily water 

consumption were measured once a week, throughout the experiment, in metabolic cages 

(Tecniplast Gazzada, Buguggiote, Italy).  

In order to collect blood for biochemical assays and blood vessels for ex vivo studies, 

the animal was anesthetized with an O2/N2O mixture (30%/70%) containing 5% isoflurane. 

After checking that the animal did not withdraw its paw in response to pressure, decapitation 

was performed using a specially designed guillotine. Mixed blood from the jugular vessels was 

collected into test tubes and centrifuged, the collected plasma was frozen at -80 °C. The brain 

was removed less than 3 minutes after decapitation and placed in a sterile 0.9% NaCl solution 

at 4 ºC. At the same time, appropriate sections of the gracilis muscle were taken and placed in 
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a separate petri dish filled with a sterile 0.9% NaCl. Then, one artery of each type was isolated 

– an artery supplying the gracilis muscle and the middle cerebral artery, and placed in 

arteriograph chambers filled with 3-(N-morpholino)-propanesulfonic acid buffered saline 

(MOPS-PSS) solution with the addition of 1% dialysed bovine albumin, in which functional 

tests were performed. The remaining arteries were frozen in dry ice and stored at -80 oC. 

After transfer to the arteriograph chamber, the vessel was cannulated with a glass 

capillary, and perfused with MOPS-PSS. Perfusion took place under constant hydrostatic 

pressure, obtained by placing the reservoir containing the perfusion buffer appropriately higher 

than the reservoir into which the buffer from the perfused vessel drains. The fluid outside the 

vessel (MOPS-PSS), 37 ºC, pH 7.4, was exchanged at a rate of 20 ml/min using a peristaltic 

pump. The vessel was observed using a video track consisting of a camera and a television 

monitor. The diameter of the vessel was measured directly on the monitor screen. During the 

stabilization phase of 60 minutes, the vessel acquired myogenic tension. 

GMA and MCA responses to the administration of: i) vasoconstrictors: AT1 receptor 

agonist (AT1Ragon, 5 × 10-10 M, 10-9 M, 5 × 10-9 M, 10-8 M) and endothelin-1 (ET-1, 10-10 M, 5 

× 10-10 M, 10-9 M, 5 × 10-9 M, 10-8 M); (ii) endothelium-dependent vasodilators: acetylcholine 

(ACh, 10-9 M, 10-8 M, 5 × 10-8 M, 10-7 M, 5 × 10-7 M) for GMA and adenosine 5′-triphosphate 

(ATP, 10-8 M, 5 × 10-8 M, 10-7 M, 5 × 10-7 M, 10-6 M) for MCA; iii) nitric oxide synthase 

inhibitor - methyl-nitro-L-arginine ester (L-NAME, 10-5 M) in order to test the share of NO in 

maintaining the basic tension of the tested vessels were studied. ATP was administered 

intravascularly, the remaining compounds were administered extravascularly. GMA and MCA 

diameters were measured 5 (AT1Ragon), 15 (ACh, ATP, ET-1) or 30 minutes (L-NAME) after 

administration of the compound. 

In the next  experiments, GMA and MCA were isolated from animals with sodium-

dependent hypertension UNX-HS, treated for 14 days with hypotensive substances - enalapril 

or chymostatin. In these series only test compounds were studied for which the impaired 

responses was observed in previous experiments in the UNX-HS untreated group. Thus, the 

following dose-response study was repeated: AT1agon for GMA, ATP for MCA, and L-NAME 

response for both vessels. 

The schedule of hypotensive treatment was as follows - in UNX-HS rats, after 2 weeks 

of HS diet, enalapril ( 5, 10, 20 or 40 mg/kg, UNX-HS+Enal groups) or chymostatin (1, 2, 4 or 

6 mg/kg, UNX-HS+Chym groups) were administered per os. 

Plasma samples collected upon the completion of the experiment i.e. on the 28th day, 

were assayed for angiotensin II, syndecan-1, TMA and TMAO, and ADMA. 
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For the statistical analysis of the data, the one-way analysis of variance (ANOVA) test 

and Tukey's multiple comparisons test (intergroup comparisons) or Student's t-test were used. 

Probability not exceeding p < 0.05 was considered statistically significant. 

The following results were obtained:  

1. In animals fed high sodium diet, there were no changes in the concentration of sodium 

ions in the blood plasma. Despite this, the response to L-NAME was significantly 

decreased in both GMA and MCA, demonstrating dysfunctional endothelium; 

2. High sodium diet led to an increased constriction of the GMA in response to AT1R 

agonist and endothelin-1, without affecting the vasodilatory response of this artery to 

the endothelium-dependent ACh;  

3. High-sodium diet did not affect the MCA response to vasoconstrictors and to 

endothelium-dependent dilator ATP;  

4. High sodium diet lead to a decrease in nitrite and ADMA, and to increase in syndecan-

1 concentration in blood plasma; 

5. Rats on high sodium diet demonstrated a tendency to an increased blood plasma 

concentration of TMA and TMAO;  

6. In animals with sodium-dependent hypertension, an increased response of the GMA to 

vasoconstrictors was exaggerated in comparison with the response observed in rats on 

high sodium diet;   

7. In animals with sodium-dependent hypertension, blunted MCA response to 

endothelium-dependent dilator ATP was observed;  

8. Chymostatin was more effective in lowering blood pressure than enalapril; 

9. Chymostatin, unlike enalapril, normalized the dose-response relation for the AT1 

receptor agonist;  

10. None of the tested antihypertensive substances improved the response to L-NAME 

administration. 

Concluding, the obtained results indicate that high sodium diet, even if it is not 

accompanied by an increase in plasma sodium ions concentration and hypertension, leads to 

endothelial dysfunction demonstrated both in peripheral and cerebral resistance arteries. 

Moreover, a high sodium diet enhances the response to vasoconstrictors of peripheral but not 

cerebral  resistance arteries. Both plasma and tissue renin-angiotensin systems are involved in 

the development of sodium-dependent hypertension, however, blocking the tissue system 

seems to be more effective in lowering blood pressure than blocking the blood plasma RAS. 
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Lista skrótów stosowanych w pracy 

20-HETE – kwas 20-hydroksyeikozatetraenowy (ang. 20-Hydroxyeicosatetraenoic acid) 

ACE, ACE1 – enzym konwertujący angiotensynę typu 1 (ang. Angiotensin-Converting 

Enzyme) 

ACE2 – enzym konwertujący angiotensynę typu 2 (ang. Angiotensin-Converting Enzyme) 

ACEi – inhibitory konwertazy angiotensyny (ang. Angiotensin-Converting-Enzyme inhibitors) 

ACh – acetylocholina 

ADMA – asymetryczna dimetyloarginina 

AGT – angiotensynogen 

Ang I – angiotensyna I  

Ang II – angiotensyna II  

AT1, AT1R – receptory typu 1 dla angiotensyny II (ang. Angiotensin II Type 1 Receptor)  

AT1Ragon – agonista receptora typu 1 dla angiotensyny II (ang. Angiotensin II Type 1 Receptor 

Agonist) 

AT2, AT2R – receptory typu 2 dla angiotensyny II (ang. Angiotensin II Type 2 Receptor)  

ATP – adenozyno-5′-trifosforan 

Chym – chymostatyna 

CO – pojemność minutowa (ang. Cardiac Output) 

DBP – rozkurczowe ciśnienie tętnicze krwi (ang. Diastolic Blood Pressure)  

EDRFs – czynniki rozkurczowe pochodzenia śródbłonkowego (ang. Endothelium-Derived 

Relaxing Factors)  

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

Enal – enalapril 

ET-1 – endotelina typu 1 

ETA – receptor typu A dla endoteliny 

ETB – receptor typu B dla endoteliny 

GMA – tętnica zaopatrująca mięsień smukły (ang. Gracilis Muscle Artery) 

HR – częstość skurczów serca, tętno (ang. Heart Rate)  

HS – dieta wysokosodowa (ang. High Salt diet)  

IC50 – połowa maksymalnego stężenia hamującego (ang. half-maximal inhibitory 

concentration) 

L-NAME – ester metylowy nitro-L-argininy (ang. Nitro-L-arginine Methyl Ester) 

MABP – średnie ciśnienie tętnicze krwi (ang. Mean Arterial Blood Pressure)  
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MCA – tętnica środkowa mózgu (ang. Middle Cerebral Artery) 

MOPS-PSS – roztwór soli fizjologicznej buforowanej kwasem 3-[N-morfolino] 

propanosulfonowym 

MOPS-PSS-Alb – roztwór soli fizjologicznej buforowanej kwasem 3-[N-morfolino] 

propanosulfonowym z dodatkiem 1% dializowanej albuminy wołowej 

NA – noradrenalina 

NOS, eNOS, iNOS, nNOS – syntaza tlenku azotu: endotelialna, indukowana, neuronalna 

(ang. endothelial/induced/neuronal Nitric Oxide Synthase)  

NS – dieta standardowa/normosodowa (ang. Normal Salt diet)  

PATP – stężenie ATP w osoczu 

PGE2 – prostaglandyna E2 

PGI2 – prostacyklina (prostaglandyna I2) 

PNa – stężenie jonów sodu w osoczu  

RAS – układ renina-angiotensyna (ang. renin-angiotensin system)  

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

SBP – skurczowe ciśnienie tętnicze krwi (ang. Systolic Blood Pressure)  

SHAM-HS – szczury z nefrektomią pozorowaną (ang. sham) na diecie wysokosodowej (HS) 

SHAM-NS – szczury z nefrektomią pozorowaną (ang. sham) na diecie standardowej (NS) 

SHR – szczury spontanicznie nadciśnieniowe (ang. spontaneously hypertensive rats) 

SS – naprężenie ścinające (ang. shear stress) 

SV – objętość wyrzutowa (ang. stroke volume) 

UNX-HS – szczury z jednostronną nefrektomią (ang. uninephrectomized) na diecie 

wysokosodowej (HS)  

UNX-NS – szczury z jednostronną nefrektomią (ang. uninephrectomized) na diecie 

standardowej (NS) 
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Innowacyjność rozprawy 

1. Temat – po raz pierwszy porównano efektywność hipotensyjnego działania 

inhibitorów osoczowego (enalapril) i lokalnego (chymostatyna) układu renina-angiotensyna 

w sodo-zależnym nadciśnieniu tętniczym.  

2. Po raz pierwszy przeprowadzono porównawcze badanie i wykazano różnice 

we wpływie diety wysokosodowej i sodo-zależnego nadciśnienia tętniczego na funkcję 
obwodowego oporowego naczynia krwionośnego, biorącego udział w regulacji całkowitego 

oporu obwodowego i funkcję naczynia krwionośnego mózgowego, od którego zależy 

odpowiednie zaopatrzenie mózgu w krew. 

3. Wykazano, że dieta wysokosodowa per se zwiększa odpowiedź obwodowego 

naczynia oporowego na substancje naczyniokurczące, nie wywołując takiego wpływu 

na naczynie krążenia mózgowego. 

4. Wykazano, że niekorzystny wpływ diety wysokosodowej i sodo-zależnego 

nadciśnienia tętniczego na strukturę i funkcję naczyń krwionośnych nie jest związany 

bezpośrednio ze wzrostem stężenia jonów sodu w osoczu. 

3. Wykazano, że chymostatyna, w przeciwieństwie do enalaprilu,  normalizuje 

odpowiedź tętnicy obwodowej szczurów na diecie wysokosodowej i z sodo-zależnym 

nadciśnieniem tętniczym na substancje naczyniokurczące, co stanowi istotną przyczyną, 
jej skuteczniejszego działania hipotensyjnego w szczurzym modelu sodo-zależnego 

nadciśnienia tętniczego. 
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1. Wstęp 

Ciśnienie tętnicze krwi jest jednym z podstawowych parametrów charakteryzujących 

układ krążenia wykorzystywanych w diagnostyce medycznej. Utrzymanie właściwego 

ciśnienia tętniczego jest konieczne do prawidłowego ukrwienia tkanek i narządów, a przez to 

ich optymalnego utlenowania, tempa dostarczania substratów energetycznych i budulcowych, 

a także tempa odbierania metabolitów.  

Ciśnienie krwi w układzie naczyniowym zależne jest zarówno od pracy serca, jak i od 

stanu napięcia ścian naczyń krwionośnych. Im mniejsza jest średnica naczynia krwionośnego, 

tym większy opór stawia ono płynącej krwi. Suma oporu naczyń tętniczych nazywana jest 

całkowitym oporem naczyniowym (TPR – ang. total peripheral resistance). Szczególną rolę 
w kształtowaniu TPR mają arteriole – małe naczynia tętnicze o silnie rozbudowanej 

mięśniówce gładkiej, które dzięki niej potrafią zmieniać średnicę swojego światła w dużym 

zakresie.  

Ciśnienie tętnicze opisuje się używając kilku wartości mierzalnych. Ciśnienie 

rozkurczowe (DBP, ang. diastolic blood pressure) to najniższe ciśnienie panujące w aorcie 

w chwili rozkurczu komór serca. Wartość DBP jest wprost proporcjonalna do TPR. Ciśnienie 

skurczowe (SBP, ang. systolic blood pressure) to szczytowe ciśnienie panujące w aorcie 

w chwili skurczu komór. Wartość SBP jest bezpośrednio powiązana z pojemnością minutową 
serca (CO, ang. cardiac output) – gdy CO rośnie, SBP także rośnie. Wartość SBP jest także 

zależna od podatności aorty na rozciąganie – obniżenie podatności aorty prowadzi do wzrostu 

SBP. Z wartości DBP i SBP wyliczane jest średnie ciśnienie tętnicze (MABP, ang. mean 

arterial blood pressure) podczas cyklu pracy serca: 

(1) MABP = DBP + 1/3 × (SBP – DBP) 

Wartość MABP jest więc zawsze bardziej zbliżona do DBP niż SBP. Znając zmienne 

kształtujące wartości DBP i SBP można stwierdzić, że średnie ciśnienie krwi tętniczej (MABP) 

jest pochodną pojemności minutowej (CO) i całkowitego obwodowego oporu naczyniowego 

(TPR): 

(2) MABP = CO × TPR 

Czynnik, który zwiększa wartość CO lub TPR, zwiększa także MABP. W warunkach 

prawidłowych zmiana CO jest kompensowana zmianą TPR i odwrotnie, dzięki czemu wartości 

ciśnienia tętniczego krwi mogą być utrzymywane na względnie stałym poziomie. Wielkość CO 

i TPR może być regulowana niezależnie od siebie, choć wiele mechanizmów prowadzących 
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do utrzymania optymalnego ciśnienia tętniczego krwi reguluje równolegle obie te wielkości 

[Chaudhry i wsp., 2023].  

Utrzymanie stałych wartości ciśnienia krwi tętniczej zależy od mechanizmów 

odruchowych, związanych z aktywnością autonomicznego układu nerwowego, od stężenia 

we krwi substancji naczynioaktywnych (ogólnoustrojowych lub działających lokalnie) oraz 

od czynności nerek.  

Wielkość TPR jest wypadkową czynników działających na mięśniówkę gładką ściany 

naczyniowej, wywołujących jej skurcz lub relaksację. Głównymi czynnikami utrzymującymi 

prawidłowy TPR są: i. pobudzenie współczulne tonicznie wywołujące obkurczenie naczyń; 

ii. substancje wydzielane przez śródbłonek wyściełający światło naczyń, tonicznie 

rozszerzające naczynia (przede wszystkim tlenek azotu, NO); iii. różnego rodzaju 

naczyniokurczące/naczyniorozszerzające substancje ogólnoustrojowe, które docierają 
do naczynia z krwią krążącą. Śródbłonek wytwarza także substancje naczyniokurczące, takie 

jak endotelina-1, tromboksan A2 czy jego prekursor – nadtlenek prostaglandyn PGH2, 

ale w warunkach fizjologicznych ich działanie nie ujawnia się.  
Głównymi czynnikami utrzymującymi prawidłowy CO są: i. pobudzenie układu 

autonomicznego, regulujące częstość skurczów serca i kurczliwość kardiomiocytów; 

ii. mechanizmy nerkowe związane z utrzymaniem prawidłowego składu i objętości płynów 

ustrojowych (szczególnie stężenia jonów sodowych), które wpływają na objętość krwi 

krążącej.  

Zaburzenia prowadzące do wzrostu ciśnienia tętniczego krwi, a w konsekwencji 

do rozwoju nadciśnienia tętniczego, mogą mieć więc pochodzenie nerwowe [Folkow i wsp., 

1958], śródbłonkowe [Noll i wsp., 1997] i/lub nerkowo-sodowe [Guyton i wsp., 1972]. 

Nadciśnienie tętnicze, ze względu na przyczynę, dzielone jest na dwie podstawowe kategorie: 

nadciśnienie pierwotne, o nieuchwytnej etiologii, stanowiące większość przypadków 

nadciśnienia tętniczego u człowieka oraz nadciśnienie wtórne, będące konsekwencją 
zdefiniowanych zaburzeń homeostazy układu sercowo-naczyniowego. 

Polskie Towarzystwo Nadciśnienia Tętniczego, w oparciu o wytyczne European 

Society of Hypertension (ESH) i European Society of Cardiology (ESC), definiuje nadciśnienie 

tętnicze jako ciśnienie krwi tętniczej przekraczające wartości 140 mmHg dla ciśnienia 

skurczowego oraz 90 mmHg dla ciśnienia rozkurczowego [Mancia i wsp., 2013]. Nadciśnienie 

tętnicze jest jedną z najczęściej występujących chorób cywilizacyjnych. W 2014 roku 

rejestrowano je u ok. 22% dorosłych; szacuje się, że ten odsetek urośnie do ok. 29% 

(1,56 miliarda osób) do roku 2025 [World Health Organization, 2014]. W Stanach 
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Zjednoczonych Ameryki Północnej w latach 2009-2010 aż 23,1% dorosłych znajdowało się 
w stanie przednadciśnieniowym (SBP w przedziale 120-139 mmHg i/lub DBP w przedziale 80-

90 mmHg), a 29,5% miało zdiagnozowane nadciśnienie tętnicze [Yoon i wsp., 2012]. American 

Heart Association szacuje, że bezpośrednie i pośrednie koszty związane z występowaniem 

tej choroby w tak dużej populacji dorosłych przekraczają 93,5 miliarda dolarów rocznie 

[Heidenreich i wsp., 2011]. Częstość występowania podwyższonego ciśnienia tętniczego wśród 

dorosłych Polaków w wieku 19-99 lat wynosiła w 2014 roku aż 42,7%. Liczba chorych 

na nadciśnienie tętnicze w Polsce szacowana jest obecnie na ok. 11 mln osób. Utrzymanie się 
tych tendencji może spowodować, że do roku 2035 liczba pacjentów z nadciśnieniem tętniczym 

zwiększy się o połowę [Piwońska i wsp., 2018, Tykarski i wsp., 2019]. 

Nadciśnienie tętnicze jest główną przyczyną ponad połowy przypadków chorób 

sercowo-naczyniowych, w tym udaru mózgu i niewydolności serca, a także jest ważnym 

czynnikiem ryzyka zgonu płodu lub ciężarnej w przebiegu ciąży, wystąpienia zaburzeń 

poznawczych i demencji oraz niewydolności nerek [Chobanian i wsp., 2003].  

Czynnikami ryzyka nadciśnienia tętniczego są: obciążenie genetyczne, brak aktywności 

fizycznej, nadmierna konsumpcja alkoholu, otyłość oraz nieprawidłowa dieta, w której 

najważniejszym czynnikiem jest nadmierne spożycie sodu [Mills i wsp., 2020]. Mimo tego 

rekomendacje odnośnie poprawy jakości żywienia są w Polsce wydawane pacjentom 

z nadciśnieniem tętniczym zdecydowanie za rzadko [Piwońska i wsp., 2018]. 

Wartości ciśnienia tętniczego wyraźnie korelują z ilością spożywanego sodu [Elliott i 

wsp., 1989]. Fizjologiczne zapotrzebowanie organizmu człowieka na sód pokrywane jest przez 

dzienną konsumpcję tego jonu na poziomie 10-20 mmol (0,58-1,16 g soli kuchennej, NaCl). 

Jednak przedstawiciele społeczeństw rozwiniętych nierzadko spożywają ponad 100 mmol 

(5,8 g NaCl), a na Dalekim Wschodzie nawet ponad 200 mmol (11,6 g NaCl) jonów sodu 

na dobę, co przekracza odpowiednio dziesięć i dwadzieścia razy zapotrzebowanie fizjologiczne 

[Brown i wsp., 2009]. Dieta wysokosodowa (ang. High Salt Diet, HS) przyczynia się 
do zwiększenia ryzyka chorób sercowo-naczyniowych nie tylko przez zwiększanie ciśnienia 

tętniczego, lecz także przez zmniejszanie elastyczności naczyń tętniczych [Mancia i wsp., 

2007]. Ograniczenie spożycia soli poniżej 2,3 gramów na dobę obniża śmiertelność 
u pacjentów z wysoką skłonnością do incydentów sercowo-naczyniowych o 49% [Merino i 

wsp., 2015]. U wielu osób rozwój nadciśnienia tętniczego w wyniku wysokiej konsumpcji sodu 

jest odroczony w czasie (tzw. osoby sodooporne). Jednakże u części populacji używającej soli 

w nadmiarze zmiany wartości ciśnienia tętniczego postępują szybko (tzw. osoby 
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sodowrażliwe). Sodowrażliwość warunkowana jest przez wiele czynników, takich jak podłoże 

genetyczne, pochodzenie etniczne, wiek, skład ciała czy inne choroby. Obserwowana jest 

szczególnie u osób z chorobami nerek, otyłością czy w zaawansowanym wieku. Obserwacje 

te sugerują, że nadciśnienie sodo-zależne związane jest z upośledzeniem funkcji nerek, 

odpowiedzialnych za homeostazę sodową.  
1.1. Udział naczyń tętniczych w regulacji ciśnienia tętniczego krwi 

1.1.1. Budowa naczyń oporowych 

Naczyniami oporowymi są tętnice typu mięśniowego średniego i małego kalibru 

oraz tętniczki (arteriole). Średnica wewnętrzna tętnic średniego kalibru wynosi  mniej niż 400 

m,  małych tętnic około 100 m, a tętniczek poniżej 100m [Hill  i wsp., 2001, Lee i wsp., 

2017]. 

Tętnice i tętniczki typu mięśniowego, podobnie jak inne naczynia tętnicze, zbudowane 

są z trzech warstw: błony wewnętrznej (łac. tunica intima), błony środkowej (łac. t. media) 

i zewnętrznej (przydanka, łac. t. adventitia).  

Błona wewnętrzna naczynia składa się ze śródbłonka pokrytego warstwą glikokaliksu 

i z tkanki łącznej. Rolą śródbłonka jest: i. ochrona ściany naczynia przed mechanicznymi 

czynnikami związanymi z przepływem krwi; ii. tworzenie chemicznej bariery krew-tkanka, 

dzięki której przepływ substancji z krwi do ściany naczynia i odwrotnie podlega kontroli; 

iii. synteza i wydzielanie substancji wazoaktywnych (tj. zdolnych zmieniać stopień napięcia 

ściany naczyniowej). Należy podkreślić, że w warunkach fizjologicznych śródbłonek wydziela 

substancje o działaniu hamującym na mięśniówkę gładką.   
Błona środkowa zbudowana jest z warstw miocytów gładkich ułożonych okrężnie. 

Tętnice średniego kalibru zawierają około 30 warstw miocytów, tętnice małego kalibru 3-4, 

a w tętniczkach jest 1 lub 2 warstwy miocytów [Sawicki, 1993]. Między miocytami znajduje 

się tkanka łączna, głównie kolagen i elastyna. U szczurów warstwa miocytów w tętnicach 

oporowych mięśni szkieletowych zajmuje około 60-65% powierzchni przekroju ściany 

naczynia, co decyduje o dużym napięciu miogennym [Lee i wsp., 1983]. Napięcie miogenne 

wynika z charakteru miocytów gładkich, które mają właściwości lepko-sprężyste i odpowiadają 
skurczem na rozciągnięcie ściany. 

W mięśniówce gładkiej zewnętrznej części błony środkowej oraz w strefie przejściowej 

między błoną środkową i zewnętrzną znajdują się włókna zakończeń współczulnych neuronów 
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adrenergicznych [Cuevas i wsp., 1987]. Ich toniczna aktywność pobudzająca mięśnie gładkie 

do skurczu jest odpowiedzialna za  napięcie neurogenne ściany naczyniowej.  

Błona zewnętrzna zbudowana jest głównie z włókien kolagenowych, elastyny 

i fibroblastów. Stanowi ona warstwę ochronną, stabilizującą strukturę naczynia w sytuacji 

wysokich wartości ciśnienia krwi.  

Należy podkreślić, że w tętnicach i tętniczkach pomiędzy przylegającymi do siebie 

komórkami śródbłonka i mięśniówki gładkiej błony środkowej występują niskooporowe 

połączenia szczelinowe (ang. gap junctions). Takie połączenia umożliwiają szczególną 
dwukierunkową komunikację tych warstw ściany naczyniowej, określaną mianem mięśniowo-

śródbłonkowego sprzężenia zwrotnego (MEF, ang. myoendothelial feedback) [Kerr i wsp., 

2015, Lee i wsp., 2017]. Dzięki MEF możliwe jest przekazanie hiperpolaryzacji śródbłonka 

bezpośrednio do mięśni gładkich,  co stanowi podstawę działania śródbłonkowego czynnika 

hiperpolaryzującego EDHF. Natomiast kurcząca się mięśniówka gładka aktywuje komórki 

śródbłonka do wydzielania substancji naczyniorozszerzających, dzięki czemu występuje 

samoograniczenie stopnia skurczu tych mięśni. Nadmierny skurcz mógłby doprowadzić 
do niebezpiecznego obniżenia dopływu krwi do narządu. Mechanizm MEF opisywany jest 

w różnego typu naczyniach oporowych [Kerr i wsp., 2015], ale nie wiadomo w których 

naczyniach ma on istotne znaczenie [Wei i wsp., 2018]. Wydaje się jednak, że ten typ regulacji 

ma zasadnicze znaczenie w regulacji miejscowej w zjawisku wstępującego rozszerzenia 

naczyń, umożliwiającego dostosowanie przepływu krwi do zwiększonego zapotrzebowania 

narządu na substraty metaboliczne [Figueroa i Duling, 2009]. 

1.1.2. Regulacja napięcia ściany oporowych naczyń krwionośnych 

Rola unerwienia współczulnego 

Unerwienie współczulne posiadają mięśnie gładkie wszystkich obwodowych 

oporowych naczyń tętniczych, dzięki czemu regulacja nerwowa napięcia mięśni gładkich 

naczyń odgrywa podstawową rolę w regulacji TPR i ciśnienia tętniczego krwi. Chociaż trzeba 

podkreślić, że gęstość unerwienia współczulnego jest różna w różnych obszarach krążeniowych 

[Aalkjaer i wsp., 2021].  

Napięcie współczulne generowane jest przez ośrodkowo położone neurony, tworzące 

w rdzeniu przedłużonym ośrodek naczynioruchowy [Guyenet, 2006]. Jego najważniejszą 
częścią jest dogłowowy brzuszno-boczny obszar rdzenia przedłużonego (RVLM, ang. rostral 

ventrolateral medulla), generujący toniczne pobudzenie neuronów współczulnych położonych 
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w istocie szarej rogów bocznych rdzenia kręgowego. Wypustki tych neuronów biegną 

do zwojów współczulnych, a stamtąd bezpośrednio do naczyń krwionośnych i serca. Toniczna 

aktywność tych włókien nerwowych odpowiada za napięcie neurogenne mięśni gładkich ściany 

naczyń oporowych. Podstawowym neuroprzekaźnikiem w zakończeniach współczulnych jest 

noradrenalina (NA), która działając na receptory adrenergiczne α1, licznie obecne 

w mięśniówce małych tętnic i arterioli, pobudza ich skurcz [Motiejunaite i wsp., 2021]. Skurcz 

potęgowany jest przez jednoczesne pobudzenie naczyniowego receptora α2. Jest to receptor 

adrenergiczny zlokalizowany w głębszych warstwach ściany naczyniowej, dostępny dla 

katecholamin krążących we krwi. Wykazano, że hamowanie aktywności tego receptora 

umożliwia zwiększenie dopływu krwi do mięśnia szkieletowego w przypadku wzrostu 

zapotrzebowania metabolicznego [Tateishi i Faber, 1995]. 

W transmisji sygnału we współczulnych zakończeniach nerwowych istotną rolę 
odgrywają także współprzekaźniki, takie jak adenozyno-5′-trifosforan (ATP) i neuropeptyd Y 

(NPY) [Morris, 1995, Grasby i wsp., 1999], przy czym udział tej kotransmisji w porównaniu 

z udziałem NA w odpowiedzi skurczowej różni się znacznie w zależności od łoża 

naczyniowego [Ralevic i Burnstock, 1998]. 

             W przeciwieństwie do serca, naczynia oporowe nie mają unerwienia przywspółczulnego, 

co oznacza, że ich toniczne napięcie neurogenne jest funkcją wyłącznie zmian napięcia układu 

współczulnego. Natomiast, naczynia te mogą posiadać unerwienie niecholinergiczne/ 

nieadrenergiczne i unerwienie czuciowe, które nie ma charakteru tonicznego [Hill i wsp., 2001, 

Westcott i Segal, 2013, Lee i wsp., 2017].  

              Wpływ układu współczulnego na naczynia potęgują substancje naczyniokurczące, 

wydzielane zarówno lokalnie, jak i krążące we krwi. Należą do nich przede wszystkim: 

noradrenalina, angiotensyna II, wazopresyna, tromboksan A2, nadtlenki prostaglandyn 

i endotelina-1 [Juan i Sametz, 1986, Kawano i wsp., 1997, Sandoo i wsp., 2010].  W warunkach 

fizjologicznych śródbłonek działa jako warstwa hamująca napięcie ściany naczyniowej, 

zarówno miogenne, jak i neurogenne. Najsilniejszym związkiem naczyniorozszerzającym jest, 

powstający lokalnie w śródbłonku, tlenek azotu (NO). Do substancji naczyniorozszerzających 

należą także mediatory stanu zapalnego, takie jak histamina, bradykinina, prostaglandyna E2 

czy leukotrieny [Hogan i wsp., 1998, Yang i Du, 2012, Pober i Sessa, 2014]. 

Zachowanie prawidłowej wrażliwości naczyń na związki naczynioaktywne 

ma fundamentalne znaczenie dla regulacji ciśnienia tętniczego krwi. 
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Rola komórek śródbłonka 

Śródbłonek stanowi pojedynczą warstwę komórek nabłonka płaskiego, wyściełającego 

naczynia krwionośne, naczynia limfatyczne i jamy serca. Jako warstwa będąca w niemal 

bezpośrednim kontakcie ze strumieniem przepływającej krwi, podlega działaniu sił fizycznych 

powstających na styku krew-ściana naczynia. Na ścianę naczyń krwionośnych oddziałują dwie 

siły – naprężenie rozciągające (TS, ang. tensile stress) i naprężenie ścinające (SS, ang. shear 

stress). Naprężenie rozciągające skierowane jest prostopadle do ściany naczynia i stanowi 

bodziec decydujący o napięciu miogennym. Naprężenie ścinające jest skierowane stycznie 

do śródbłonka, przez co jego oddziaływanie ogranicza się tylko do tej warstwy naczynia. 

Jest ono zależne od prędkości deformacji ściany i lepkości krwi. Przy stabilnym przepływie 

krwi SS na obwodzie naczynia utrzymuje stałą wartość [Wasilewski i wsp., 2012]. Komórki 

śródbłonka zabezpieczone są przed nadmiernym oddziaływaniem SS przez ułożenie wzdłuż 
osi naczynia [Aird, 2007]. Dodatkowo pokryte są cienką warstwą (do kilkuset nm) glikokaliksu 

– ujemnie naładowanego porowatego żelu złożonego z proteoglikanów, glikoprotein 

i glikozaminoglikanów (siarczanu heparanu, kwasu hialuronowego i siarczanu chondroityny) 

[Reitsma i wsp., 2007]. Jeden z proteoglikanów siarczanu heparanu – syndekan-1 – jest 

swoistym markerem stanu śródbłonka naczyń [Johansson i wsp., 2011]. Wzrost stężenia 

syndekanu-1 w osoczu koreluje dodatnio z dysfunkcją komórek śródbłonka. 

Toniczne oddziaływanie SS na śródbłonek pobudza go do produkcji substancji 

naczyniorozszerzających, takich jak tlenek azotu (NO), czynniki rozkurczowe pochodzenia 

śródbłonkowego (EDRFs, ang. endothelium-derived relaxing factors) i prostacyklina (PGI2). 

Substancje czynne krążące z krwią mogą dodatkowo modulować (pobudzać lub hamować) 
wydzielanie z komórek śródbłonka. W pewnych warunkach obserwuje się także zależną 
od śródbłonka hiperpolaryzację mięśni gładkich ściany naczyniowej (EDH – ang. endothelium-

derived hyperpolarization) [Félétou i Vanhoutte, 2013].  

 Zadaniem śródbłonka jest hamowanie napięcia ściany naczyniowej, odgrywa więc 

istotną rolę buforową w stosunku do pobudzającego wpływu unerwienia autonomicznego 

i pomaga w utrzymaniu prawidłowego ciśnienia krwi. Najważniejszą substancją zmniejszającą 
napięcie miogenne i neurogenne w warunkach prawidłowych jest tlenek azotu.  

Komórki śródbłonka są także miejscem syntezy substancji naczyniokurczących, takich 

jak endotelina-1 (ET-1), tromboksan A2 (TxA2), angiotensyna II, prostaglandyna H2 

i reaktywne formy tlenu (ROS) [Vanhoutte, 1989], ale ich działanie nie ujawnia się 
w warunkach fizjologicznych. 
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Tlenek azotu 

Tlenek azotu (NO) jest silnie reaktywnym wysoce niestabilnym wolnym rodnikiem, 

posiadającym zdolność dyfuzji przez błony komórkowe. Za powstawanie NO odpowiedzialne 

są syntazy tlenku azotu (NOS), występujące w trzech izoformach: neuronalnej (nNOS, NOS1), 

śródbłonkowej (eNOS, NOS3) i indukowalnej (iNOS, NOS2) [Forstermann i Sessa, 2012]. 

Obie formy konstytutywne (eNOS i nNOS) są wapnio-zależne, tzn. do ich  aktywacji niezbędny 

jest wzrost stężenia jonów Ca2+ w komórce. W układzie sercowo-naczyniowym dominuje 

izoforma eNOS [Forstermann i Li, 2011], aktywowana  naprężeniem ścinającym [Shimokawa, 

2014]. Cząsteczka eNOS jest dimerem, który do utrzymania swej struktury wymaga 

kofaktorów, m. in. tetrahydrobiopteryny (BH4). Substratem dla eNOS jest L-arginina, 

a endogennym inhibitorem eNOS jest asymetryczna dimetyloarginina (ADMA). W sytuacji 

niedoboru BH4 i/lub L-argininy lub w sytuacji wzrostu stężenia ADMA dimer eNOS ulega 

rozprzężeniu; monomer eNOS, zamiast NO, wytwarza ponadtlenki .O2- [Hebbel i Vercellotti, 

2021]. Postuluje się, że istotne znaczenie w regulacji biodostępności NO ma stosunek 

ADMA/arginina. ADMA konkuruje z L-argininą o eNOS [Stuehr i wsp., 2001] i hamuje import 

L-argininy z osocza [Bode-Boger i wsp., 2007]. 

Działanie NO odbywa się nie na drodze wiązania receptorów, a przez modyfikację 
cząsteczek, co prowadzi do zmiany ich aktywności. Podstawowym mechanizmem działania 

NO jest nitrozylacja rozpuszczalnej formy cyklazy guanylanowej, co prowadzi do zwiększenia 

tempa produkcji cGMP [Moncada i wsp., 1991]. Efektem tego działania jest przesunięcie 

równowagi MLCK/MLCP w stronę większej aktywności fosfatazy miozyny i rozkurcz 

komórki mięśniowej. Ponadto, następuje otwarcie kanałów dla jonów potasu (odkomórkowy 

prąd potasowy powoduje hiperpolaryzację komórek mięśniowych), a pobudzenie transportu 

jonów Ca2+ do siateczki sarkoplazmatycznej obniża stężenie wolnych jonów wapnia w płynie 

wewnątrzkomórkowym. Ostatecznie dochodzi do obniżenia napięcia mięśnia gładkiego 

i rozszerzania naczynia, dzięki czemu utrzymywane jest prawidłowe napięcie spoczynkowe 

[Zhao i wsp., 2015].  

Wyrazem tonicznego działania NO na mięśnie gładkie ściany naczyniowej są: trwały 

wzrost ciśnienia tętniczego krwi oraz zmniejszenie przepływu krwi we wszystkich narządach 

obserwowane po zablokowaniu wytwarzania tlenku azotu [Kozniewska i wsp., 1992, Takahashi 

i wsp., 1992, Haynes i wsp., 1993].  

Wiele hormonów, substancji wydzielanych parakrynnie oraz, jak wspomniano 

wcześniej, neuroprzekaźniki AUN, o działaniu pobudzającym na mięśnie gładkie, posiada 
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także receptory w śródbłonku i moduluje swoje bezpośrednie działanie na mięśnie gładkie 

za pośrednictwem NO [Hemmens i Mayer, 1998]. Należą do nich między innymi 

acetylocholina (receptory M1 i M5), noradrenalina (receptor α1), bradykinina (receptor B2), ATP 

(receptor P2y) i endotelina-1 (receptor ETB). W przypadku dysfunkcji śródbłonka dochodzi 

do nasilenia skurczu naczyń pod wpływem tych substancji. Skurcz naczynia w przypadku 

dysfunkcji śródbłonka i zmniejszenia wydzielania NO może być również związany z aktywacją 
receptorów dla tromboksanu TxA2 oraz zwiększoną produkcją kwasu 20-hydroxyeikoza-

tetraenowego (20-HETE). 20-HETE jest eikozanoidem, produktem omega-hydroksylacji 

kwasu arachidonowego [Imig, 2004]. Jest on związkiem o silnym działaniu 

naczyniokurczącym, którego produkcja jest hamowana tonicznie przez NO [Hoopes i wsp., 

2015]. Zmniejszenie biodostępności NO umożliwia ujawnienie się naczyniozwężającego 

działania tej cząsteczki. W przypadku tętnicy środkowej mózgu szczura skurcz obserwowany 

po podaniu L-NAME jest w 60% zależny od zahamowania produkcji NO, a w 40% związany 

z uwalnianiem 20-HETE [Alonso-Galicia i wsp., 1999]. 

Hiperpolaryzacja pochodzenia śródbłonkowego (EDH) 

Hiperpolaryzacja mięśniówki pochodzenia śródbłonkowego (EDH, ang. endothelium-

dependent hyperpolarization) jest ważnym mechanizmem obniżającym napięcie mięśni 

gładkich ściany tętnic oporowych [Garland i Dora, 2017]. 

W małych tętnicach krezkowych ludzi głównym czynnikiem wywołującym EDH jest 

H2O2 [Matoba i wsp., 2002], powstały w wyniku generowania anionów ponadtlenkowych 

przede wszystkim przez eNOS [Stuehr i wsp., 2001]. Aniony ponadtlenkowe mogą jednak 

pochodzić od wszystkich trzech izoform NOS [Takaki i wsp., 2008]. Dlatego też EDH działa 

jako mechanizm naczyniorozszerzający, który jest w stanie kompensować upośledzoną 
produkcję NO [Saito i wsp., 2018, Shimokawa i Godo, 2020]. Uwolniony ze śródbłonka H2O2 

zwiększa stężenie wapnia w cytozolu komórek mięśniówki ściany naczynia, co prowadzi 

do aktywacji błonowych kanałów potasowych o małej (KCa2.3) i średniej (KCa3.1) 

przewodności. Dodatkowo H2O2 bezpośrednio aktywuje kanały potasowe o dużej 

przewodności (KCa1.1). Otwarte kanały potasowe powodują hiperpolaryzację, która dzięki 

połączeniom szczelinowym między komórkami mięśniówki rozprzestrzenia się w ścianie 

naczynia, powodując jego rozszerzenie [Kloza i wsp., 2019]. 
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Prostacyklina i tromboksan 

Aktywacja receptorów błonowych, działających za pośrednictwem fosfolipaz, 

doprowadza do wycinania z błony komórkowej komórek śródbłonka kwasu arachidonowego 

(AA, ang. arachidonic acid), którego metabolizm daje szeroką gamę związków 

wazoaktywnych. Przekształcenie AA przez cyklooksygenazy (COX) w prostaglandynę H2 

(PGH2) jest pierwszym krokiem w łańcuchu syntez prostaglandyn i tromboksanów. Powstająca 

z PGH2 prostaglandyna I2 (PGI2, prostacyklina) jest istotnym związkiem 

naczyniorozszerzającym, który jest w stanie kompensować niską biodostępność NO [Kawabe 

i wsp., 2010]. Z kolei powstający z PGH2 tromboksan (TXA2), działając na mięśniówkę 
naczyń, powoduje ich obkurczenie [Burdan i wsp., 2006]. Przemiany AA przez COX 

są nasilone w procesach uszkodzenia śródbłonka, kiedy aktywacji ulega izoforma COX-2, 

zależna od stanu zapalnego [Félétou i wsp., 2011]. 

Endotelina 

Endotelina (ET) jest peptydem pochodzenia śródbłonkowego, który działa 

na mięśniówkę naczynia kurcząco. Z trzech znanych izoform endoteliny (ET-1, ET-2 i ET-3) 

śródbłonek produkuje prawie wyłącznie ET-1. Cząsteczka ta wycinana jest z propeptydu, 

tzw. dużej ET-1, przez enzym konwertujący endotelinę, lecz reakcja ta może być również 
przeprowadzana przez chymazę [Davenport i wsp., 2016]. Do uwalniania ET-1 dochodzi w 

sposób ciągły, co zapewnia stałe podstawowe napięcie mięśniówki naczyń. Dodatkowe 

uwalnianie ET-1 może zostać wywołane przez czynniki chemiczne i fizyczne [Russell i 

Davenport, 1999]. Czynniki chemiczne aktywujące wydzielanie ET-1 to m. in: niedotlenienie, 

czynniki wzrostu, cytokiny, insulina oraz niektóre substancje wazoaktywne (angiotensyna II, 

bradykinina, noradrenalina, wazopresyna). Z drugiej strony hamowanie wydzielania ET-1 

może być wywołanie przez niektóre czynniki naczyniorozszerzające: NO, PGI, przedsionkowy 

peptyd natriuretyczny, czy też EDH. Wśród czynników fizycznych najważniejszym jest SS, 

które w warunkach fizjologicznych stymuluje ekspresję ET-1, lecz przy znacznym wzroście SS 

ekspresja ET-1 ulega obniżeniu [Ishibazawa i wsp., 2011]. 

Działanie ET-1 na śródbłonek i mięśniówkę naczyń daje przeciwne efekty. 

W komórkach śródbłonka zlokalizowane są receptory ETB1, których pobudzenie powoduje 

wydzielanie przez śródbłonek NO i PGI2, co prowadzi do relaksacji mięśniówki gładkiej 

i rozszerzenia naczyń. Z kolei na powierzchni mięśni gładkich znajdują się receptory ETA 

i ETB2, których aktywacja zwiększa stężenie jonów Ca2+ w cytozolu, co prowadzi do 
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obkurczenia mięśniówki i zwężenia naczyń. Stężenie ET-1 w osoczu osób zdrowych jest 

niewielkie, przez co ET-1 niesiona z osoczem nie jest w stanie wywierać działania 

naczyniokurczącego. Jednak stężenie ET-1 w osoczu rośnie w przebiegu chorób sercowo-

naczyniowych [Barton i Yanagisawa, 2019].  

1.2. Nerka jako narząd utrzymuj ący homeostazę sodową 

Nerka jest parzystym narządem położonym zaotrzewnowo na tylnej ścianie jamy 

brzusznej. Jej czynność jest fundamentalna dla utrzymania stałego składu i objętości płynów 

ustrojowych. Z jednej strony formowanie moczu, które zachodzi w nerce na podstawie 

odfiltrowanego osocza, pozwala na usuwanie z ustroju substancji nadmiarowych 

z jednoczesnym oszczędzaniem tych, które występują w ustroju w wartościach optymalnych. 

Z drugiej strony wydzielanie przez nerkę do krwiobiegu substancji czynnych pozwala 

na regulację różnych aspektów gospodarki wodno-elektrolitowej. Czynność wydalnicza 

i wydzielnicza nerek sprawia, że narząd ten odgrywa kluczową rolę w długoterminowej 

regulacji ciśnienia krwi tętniczej [Guyton, 1991, Cowley, 1992]. 

Główną substancją utrzymującą w ustroju właściwą siłę osmotyczną płynów 

ustrojowych (a więc decydującą o ich objętości) są jony sodu (Na+). Jony te odpowiadają 
za 95% siły osmotycznej płynów zewnątrzkomórkowych, a więc także osocza. Jony sodu, obok 

wody, stanowią jeden z głównych składników moczu. Intensywność procesów wydalania wody 

i sodu z moczem lub ich oszczędzania (retencji) są szczególnie ważne dla gospodarki wodno-

elektrolitowej, a także utrzymania właściwego ciśnienia tętniczego krwi. 

1.2.1. Formowanie moczu oraz diureza i natriureza 

Proces formowania moczu zachodzi w jednostce funkcjonalnej nerki zwanej nefronem. 

Każda z nerek człowieka posiada około miliona nefronów. W pierwszej części nefronu – 

kłębuszku – dochodzi do filtracji krwi, w wyniku której jedna piąta wody osocza zostaje 

przesunięta z naczyń włosowatych do przestrzeni torebki otaczającej te naczynia. 

Płyn powstały w wyniku filtracji przesuwany jest do kanalika nefronu (stąd nazywany 

jest płynem kanalikowym), w którym zachodzą procesy formowania moczu w wyniku 

odbierania od płynu kanalikowego różnych substancji (reabsorpcji) i dodawania innych 

(sekrecji). Kanalik nefronu dzielony jest na trzy części: kanalik bliższy, pętlę nefronu i kanalik 

dalszy. Po opuszczeniu kanalika dalszego płyn kanalikowy, formowany przez sąsiadujące 

ze sobą nefrony, uchodzi do wspólnego dla nich kanalika zbiorczego, gdzie ulega ostatecznemu 
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zagęszczeniu. Tak ukształtowany płyn wypływa do miedniczki nerkowej, stając się moczem 

ostatecznym. 

W całym procesie formowania moczu objętość przefiltrowanego osocza 

jest redukowana w kanaliku nefronu i kanaliku zbiorczym łącznie o ok. 99,5%. Główną drogą 

redukcji objętości jest wchłanianie zwrotne wody, które wywoływane jest uprzednią 
reabsorpcją sodu. Zjawisko reabsorpcji wody i sodu jest więc ze sobą ściśle związane. Podobnie 

tempo wydalania wody (diureza) i tempo wydalania sodu (natriureza) ulegają zmianom w tych 

samych kierunkach. Blokowanie transportu sodu prowadzi więc do wzrostu diurezy 

i stosowane jest w leczeniu nadciśnienia celem ograniczenia objętości osocza; grupa leków 

o takim działaniu nazywana jest diuretykami. Z drugiej strony dobowa natriureza używana jest 

jako złoty standard do określania ładunku sodu przyjmowanego z pokarmem [O'Donnell  i wsp., 

2011]. 

1.2.2. Diureza i natriureza z nadciśnienia 

Jednym z kluczowych mechanizmów pochodzenia nerkowego odpowiedzialnych 

za utrzymanie właściwego ciśnienia krwi tętniczej jest diureza i natriureza z nadciśnienia. 

W wyniku podwyższenia ciśnienia tętniczego krwi w nerce dochodzi do zwiększenia tempa 

wydalania wody i sodu z moczem. Co więcej, przyczyna wzrostu ciśnienia tętniczego nie jest 

istotna – nie musi wynikać ze wzrostu stężenia sodu w osoczu (PNa, ang. plasma sodium). 

W efekcie takiego działania nerki objętość osocza jest redukowana, a prawidłowe ciśnienie 

krwi przywracane. Prawidłowo działający mechanizm diurezy i natriurezy z nadciśnienia 

uruchamiany jest przez nawet niewielkie zwiększenie wartości ciśnienia tętniczego. Cechuje 

go także wysoka amplituda zmiany: minimalny wzrost ciśnienia tętniczego pociąga za sobą 
kilkunastokrotne zwiększenie diurezy i natriurezy. Podłoże tego mechanizmu nie jest w pełni 

poznane, jednak uznaje się go za jeden z najszybciej uruchamianych mechanizmów 

regulujących wartości ciśnienia krwi tętniczej [Guyton i wsp., 1972]. Jedną z przyczyn sodo-

wrażliwości może być wrodzone lub nabyte upośledzenie mechanizmu diurezy i natriurezy 

z nadciśnienia [Baez i Velasquez, 1995]. 

Upośledzenie diurezy i natriurezy z nadciśnienia może wynikać z ubytku liczby 

nefronów – stopniowego, w wyniku starzenia się lub nagłego, w wyniku usunięcia nerki 

(nefrektomia jednostronna, UNX, ang. unilateral nephrectomy). Ubytek nefronów prowadzi 

do kompensacyjnego rozrostu (hipertrofii) pozostałych nefronów, co ma działanie korzystne 

tylko w krótkiej perspektywie. Początkowo hipertrofia nefronów zwiększa ich średnie tempo 

filtracji krwi, jednak utrzymujące się podwyższone ciśnienie perfuzyjne kłębuszków prowadzi 
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do ich uszkodzenia, w wyniku czego tempo filtracji jest progresywnie obniżane [Bloom i wsp., 

1984]. W hipertrofii nefronów związanej z ubytkiem liczby nefronów mechanizm natriurezy 

z nadciśnienia uruchamiany jest przy osiągnięciu przez krew wyższych ciśnień 

niż w przypadku organizmu bez ubytku nefronów [Fong i wsp., 2014]. Dochodzi więc 

do uszkodzenia jednego z ważnych mechanizmów regulujących ciśnienie krwi tętniczej, 

w efekcie czego ciśnienie to może osiągać wyższe wartości. Niektóre badania wskazują, 
że sama nefrektomia jednostronna nie prowadzi do zmian w ciśnieniu krwi tętniczej; dawcy 

nerek po pięciu latach od nefrektomii mają ciśnienie krwi tętniczej porównywalne z osobami 

bez nefrektomii [Price i wsp., 2021]. Inne z kolei dowodzą, że  osoby z usuniętą jedną nerką 
(z różnych przyczyn) mają większą skłonność do rozwoju nadciśnienia niż osoby z obiema 

nerkami [Anjum i wsp., 2016], stąd też ograniczenie sodu w diecie jest jednym z pierwszych 

zaleceń dla pacjentów po jednostronnej nefrektomii [Tantisattamo i wsp., 2019]. Dlatego też 
w jednym z modeli doświadczalnych nadciśnienia sodo-zależnego szczurom po nefrektomii 

jednostronnej podaje się dietę wysokosodową [Jung i wsp., 2009, Bądzyńska i wsp., 2019], 

co skutkuje wzrostem wartości ciśnienia krwi tętniczej po dwóch tygodniach [Bądzyńska i 

Sadowski, 2012]. U szczurów w tym modelu obserwuje się różnego rodzaju zmiany w układzie 

sercowo-naczyniowymi, m. in. wynikające z nadmiernej produkcji reaktywnych form tlenu 

[Peleli i wsp., 2017]. 

1.2.3. Aparat przykłębuszkowy i jego znaczenie dla homeostazy sodowej 

Pętla nefronu jest strukturą, w której kanalik nefronu, do tej pory w swoim przebiegu 

oddalający się od kłębuszka, zawraca i ponownie zbliża się do kłębuszka. W wyniku 

ponownego zbliżenia się przestrzennie kłębuszka i kanalika tego samego nefronu powstaje 

aparat przykłębuszkowy, kluczowy dla ogólnoustrojowego zarządzania gospodarką sodową. 
Swoistym punktem kontroli składu formowanego moczu jest punkt graniczny między 

pętlą nefronu i kanalikiem dalszym, gdzie dochodzi do detekcji ilości jonów sodu i chloru 

w płynie kanalikowym przez komórki ściany kanalika tworzące tzw. plamkę gęstą. Plamka 

gęsta położona jest w bezpośrednim sąsiedztwie tętniczki doprowadzającej krew do kłębuszka, 

dzięki czemu detekcja poziomu wymienionych jonów szybko może być przełożona na poziom 

filtracji krwi w kłębuszku. Wzrost stężenia jonów sodu w płynie kanalikowym prowadzi 

do wydzielania z komórek plamki gęstej adenozyny, która obkurczając tętniczkę 
doprowadzającą prowadzi do obniżenia tempa filtracji w kłębuszku, co normalizuje poziom 

sodu w płynie kanalikowym. Z kolei obniżenie stężenia jonów sodu w płynie kanalikowym 

prowadzi do wydzielania prostaglandyny E2, która rozszerzając tętniczkę doprowadzającą 
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prowadzi do zwiększenia tempa filtracji w kłębuszku, co normalizuje poziom sodu w płynie 

kanalikowym. Zjawisko to nazywane jest kanalikowo-kłębuszkowym sprzężeniem zwrotnym. 

Wyżej opisany proces jest zjawiskiem lokalnym, w którym jeden kanalik nefronu 

wpływa na przepływ krwi w jednym kłębuszku. Jednak plamka gęsta, będąca detektorem sodu 

w płynie kanalikowym, wpływa na tętniczkę doprowadzającą nie tylko regulując jej światło, 

lecz także regulując jej procesy wewnątrzwydzielnicze. Część komórek ściany tętniczki 

doprowadzającej to tzw. komórki ziarniste – wyspecjalizowane komórki wydzielnicze, które 

w odpowiedzi na zarejestrowany przez plamkę gęstą niski poziom sodu w płynie kanalikowym 

zaczynają wydzielać reninę – enzym osoczowy, będący pierwszym elementem układu renina-

angiotensyna (RAS, ang. Renin-Angiotensin System), kluczowego dla utrzymania właściwego 

poziomu jonów sodowych w płynach ustrojowych. Aparat przykłębuszkowy odpowiada więc 

za regulację poziomu filtracji nerkowej oraz aktywności RAS w zależności od ilości sodu 

w płynie kanalikowym. 

1.3. Układy renina-angiotensyna  

Szczególnym układem substancji czynnych odpowiedzialnych za regulację ciśnienia 

tętniczego krwi jest układ renina-angiotensyna (RAS, ang. Renin-Angiotensin System). 

Głównymi elementami tego układu enzymatyczno-hormonalnego jest renina i angiotensyna II 

(Ang II). Elementy tego układu mogą działać w osoczu lub w tkankach, stąd też wyróżnia się 
RAS osoczowy i RAS tkankowy (Ryc. 1).  

W osoczowym RAS renina, uwolniona przez nerki do osocza, przekształca powstający 

w wątrobie peptyd angiotensynogen w angiotensynę I (Ang I), która następnie pod wpływem 

osoczowego enzymu konwertującego ACE (ang. Angiotensin-Converting Enzyme)  

przekształcana jest w angiotensynę II (Ang II) – formę angiotensyny o największej aktywności 

biologicznej. Ang II reguluje ciśnienie krwi wielorako: obkurcza naczynia krwionośne, 

zwiększa resorpcję sodu w kanalikach nerkowych, zwiększa wydzielanie aldosteronu z kory 

nadnerczy (który także prowadzi do zwiększenia resorpcji sodu w kanalikach nerkowych), 

zwiększa apetyt sodowy (chęć spożywania produktów słonych). W efekcie kumulowania sodu 

w organizmie dochodzi także do kumulowania wody, a przez to zwiększenia objętość krwi 

w układzie naczyniowym, co wraz z obkurczeniem naczyń prowadzi do wzrostu ciśnienia krwi 

tętniczej. W tym działaniu Ang II pośredniczy receptor AT1 (ang. Angiotensin II Type 1 

Receptor).  

Wraz z postępem badań stwierdzono, że elementy układu RAS występują także lokalnie 

– w niektórych tkankach (ścianie naczyń krwionośnych, tkance tłuszczowej) i narządach (sercu, 
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nerkach, nadnerczach, mózgu, trzustce, wątrobie) [Nehme i wsp., 2019]. Co więcej, Ang II 

może powstawać przy udziale proteaz innych niż ACE, na przykład chymazy. Tkankowy RAS 

może działać niezależnie od osoczowego, jednak oba układy wchodzą we wzajemne interakcje, 

a ich efekty trudno jest od siebie odróżnić [Weinberg i wsp., 2000]. 

Przedstawiona powyżej ścieżka przekształceń angiotensynogenu w Ang I, a następnie 

w Ang II i w produkty jej rozpadu, nazywana jest klasyczną ścieżką układu RAS. Obok niej 

występuje ścieżka alternatywna, w której dochodzi do powstawania dodatkowych peptydów 

angiotensynowych, przede wszystkim Ang(1-7). W tej ścieżce, przez oddziaływanie Ang II 

i Ang III z receptorem AT2 oraz Ang(1-7) z receptorem AT7, uzyskiwany jest efekt przeciwny 

do efektu oddziaływania Ang II na receptor AT1 [Chappell, 2012]. 

Leki blokujące komponenty układu RAS są stosowane w terapii nadciśnienia tętniczego 

od wielu lat. Należą do nich inhibitory ACE („-prile”, np. enalapril) i antagonisty receptorów 

AT1 („-sartany”, np. losartan). Jednak ze względu na możliwość przekształcania Ang I 

w Ang II w tkankach, niezależnie od ACE, u części chorych leczonych inhibitorami ACE 

obserwuje się tzw. „ucieczkę” spod stosowanego leczenia, polegającą na produkcji Ang II 

mimo zablokowania ACE [Athyros i wsp., 2007]. 

1.3.1 Renina  

Renina jest enzymem proteolitycznym produkowanym przez komórki ziarniste, obecne 

w aparacie przykłębuszkowym każdego kłębuszka nerkowego. Umiejscowienie komórek 

ziarnistych między tętniczką doprowadzającą a kanalikiem dalszym pozwala na regulowanie 

tempa wydzielania reniny zarówno przez zmiany w układzie krążenia, jak i przez zmiany 

w składzie formowanego moczu. Zmiana wielkości przepływu przez tętniczkę doprowadzającą 
wpływa na stopień rozciągnięcia komórek ziarnistych; rosnący przepływ hamuje więc 

wydzielanie reniny, zaś obniżenie przepływu zwiększa jej wydzielanie. Z kolei komórki 

kanalika dalszego znajdujące się w sąsiedztwie komórek ziarnistych tworzą tzw. plamkę gęstą 
– skupisko komórek nabłonkowych działających jako detektory sodu w płynie kanalikowym. 

Obniżenie zawartości Na+ w płynie kanalikowym jest czynnikiem aktywującym uwalnianie 

reniny. Dodatkowymi czynnikami modulującymi uwalnianie reniny są: pobudzenie 

współczulne (NA zwiększa tempo uwalniania reniny) oraz sprzężenie zwrotne ujemne z Ang II 

obecną w osoczu. Renina może powstawać także w tkankowym RAS – jej ekspresję wykazano 

w komórkach tucznych [Silver i wsp., 2004]. W 2007 roku w Stanach Zjednoczonych 

dopuszczono do użytku pierwszy doustny inhibitor reniny, aliskiren [Wal i wsp., 2011].  
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1.3.2. Angiotensynogen 

Angiotensynogen (AGT) jest prekursorem wszystkich peptydów angiotensynowych. 

Powstaje on przede wszystkim w komórkach wątroby, ale również w adipocytach, sercu, 

śródbłonku naczyń krwionośnych, mózgu, nadnerczach i nerkach [Yiannikouris i wsp., 2012]. 

Za aktywację ekspresji AGT odpowiadają hormony steroidowe: estradiol i glukokortyko-

steroidy [Deschepper, 1994]. W wyniku trawienia przez reninę z N-końca AGT odłączany jest 

dekapeptyd angiotensyna I – Ang(1-10), który służy jako substrat do powstania innych 

aktywnych peptydów angiotensynowych [Carey i Siragy, 2003]. W wyniku nieopisanego 

procesu enzymatycznego z cząsteczki AGT może powstawać także Ang(1-12). Głównym 

pozawątrobowym źródłem AGT jest tkanka tłuszczowa [Yiannikouris i wsp., 2012]. U osób 

otyłych z nadciśnieniem tętniczym obserwuje się podwyższoną ekspresję AGT w adipocytach 

[Yasue i wsp., 2010], a co za tym idzie podwyższony poziom krążącego AGT [Gur i wsp., 

2013]. Choć wysokie spożycie soli hamuje układ RAS, ekspresja AGT w trzewnej tkance 

tłuszczowej u szczurów na diecie wysokosodowej paradoksalnie rośnie [Demura i wsp., 2015]. 

1.3.3. Angiotensyna II 

Angiotensyna I, powstała w wyniku działania reniny na angiotensynogen, nie wykazuje 

istotnego działania biologicznego [Ahmad i wsp., 2016]. Z kolei angiotensyna II – Ang(1-8) –  

wykazuje najsilniejszą aktywność biologiczną wśród wszystkich peptydów angiotensynowych. 

Powstaje zarówno z Ang I, jak i Ang(1-12) przy udziale ACE lub innych proteaz (w tym 

chymazy) [Nehme i wsp., 2019]. Większość znanych efektów Ang II osiągane jest przez 

wiązanie tej substancji z receptorem AT1, choć jej powinowactwo do receptorów AT1 i AT2 

jest porównywalne [Matavelli i Siragy, 2015]. Uważa się, że receptor AT2 wywiera 

przeciwstawne działanie w stosunku do receptora AT1, jednak w wielu przypadkach 

w działaniu Ang II przez receptor AT2 zaangażowana jest także aktywacja receptora AT1 

[Porrello i wsp., 2011]. 

1.3.4. Receptory dla angiotensyny II 

Ang II wywiera efekt biologiczny poprzez wiązanie się z receptorami sprzężonymi 

z białkiem G (GPCR, ang. G Protein-Coupled Receptor): AT1 i AT2. 

Receptor AT1. Efekty działania Ang II na układ krążenia i pracę nerek wywierane są 
przede wszystkim przez działanie tej substancji na receptor AT1 [Dinh i wsp., 2001]. Receptor 

ten jest obecny w dużych ilościach w większości naczyń krwionośnych (gdzie wywołuje 

ich skurcz) [Karnik i wsp., 2015], a także w nerce (stymuluje retencję sodu i wody), mózgu 
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(stymuluje uwalnianie wazopresyny, pragnienie i apetyt sodowy, a także ogólne pobudzenie 

współczulne), wątrobie (aktywuje glikogenolizę) i korze nadnerczy (aktywuje wydzielanie 

aldosteronu) [Thomas i Mendelsohn, 2003]. Chroniczna aktywacja receptorów AT1 powoduje 

wiele procesów patologicznych: przerost i przebudowę układu sercowo-naczyniowego [Lips i 

wsp., 2003], zapalenie naczyń i miażdżycę [Daugherty i wsp., 2004], dysfunkcję śródbłonka 

poprzez upośledzenie rozszerzenia naczyń spowodowaną inaktywacją NO i wzrostem stężenia 

reaktywnych form tlenu (ROS, ang. reactive oxygen species) [Nickenig i Harrison, 2002], 

czy zmniejszenie wrażliwości na insulinę [Patiag i wsp., 2000]. 

Receptor AT2. Ekspresja receptora AT2 jest najwyższa po urodzeniu, po czym ulega 

systematycznemu obniżaniu. U zdrowego dorosłego człowieka niską ekspresję receptora AT2 

stwierdzono w układzie krążenia, nadnerczach, nerce, mózgu, mięśniówce macicy i skórze. 

Żadna reszta Ang II nie jest niezbędna dla zgodności wiązania, dzięki temu receptor ten może 

wiązać analogi i metabolity Ang II [Miura i Karnik, 1999]. Niski fizjologiczny poziom ekspresji 

receptora AT2 oraz brak specyficznych ligandów powoduje, że badanie jego roli w stanie 

równowagi czynnościowej jest utrudnione. Receptory AT1 i AT2 w większości tkanek 

współwystępują, a ich działanie jest przeciwstawne. Pobudzenie receptora AT2 prowadzi 

do rozszerzenia naczyń krwionośnych, hamowania wzrostu komórek i indukowania apoptozy, 

a także hamowania aktywacji kinaz ERK, MAPK co balansuje przeciwne efekty pobudzenia 

receptora AT1, wywołującego skurcz naczyń krwionośnych i pobudzenie procesów 

mitogennych w ich ścianie [Stoll i wsp., 1995, Berk, 2003, Steckelings i wsp., 2005, Miura i 

wsp., 2010]. Wiele tkanek posiada zdolność zwiększania ekspresji AT2 podczas przebudowy, 

co sugeruje, że receptor ten może brać udział w procesach patologicznych toczących się 
w układzie sercowo-naczyniowym [Karnik i wsp., 2015]. Jeżeli patologii układu krążenia 

towarzyszy stan zapalny i przebudowa tkanki, obserwuje się zwiększenie zagęszczenia 

receptora AT2. Zagęszczenie to występuje w przebiegu zawału mięśnia sercowego, miażdżycy 

tętnic, niedokrwieniu mózgu, nadciśnieniu, a także w układzie naczyniowym cewnikowanym 

balonem [Booz i Baker, 1996, Lemarie i Schiffrin, 2010]. AT2 może pełnić istotną funkcję 
proangiogenną w mięśniu sercowym po przebytym zawale [Wharton i wsp., 1998]. 

1.3.5. Enzymy biorące udział w powstawaniu peptydów angiotensynowych 

Enzym konwertujący angiotensynę typu 1 (ACE1) 

Enzym konwertujący angiotensynę typu 1 (ACE1, konwertaza angiotensyny 1) jest 

dikarboksypeptydazą, odłączającą dwa aminokwasy od C-końca peptydów angiotensynowych 

[Corvol i wsp., 1995]. Jako ektoenzym (enzym zakotwiczony na zewnętrznej powierzchni 
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błony komórkowej) występuje na komórkach śródbłonka w całym układzie krążenia [Ching i 

wsp., 1983], lecz jest szczególnie liczny w kapilarach płuc [Metzger i wsp., 2011]. Pewna 

frakcja cząsteczek ACE1 ulega odłączeniu od błony komórkowej, przez co krąży w osoczu 

[Beldent i wsp., 1993]. ACE1 katalizuje reakcję przekształcania peptydów angiotensynowych: 

z Ang(1-12) powstaje Ang(1-10) (inaczej Ang II), z Ang(1-9) powstaje Ang(1-7), a z Ang(1-

7) powstaje Ang(1-5) [Bekassy i wsp., 2022]. Jest również elementem układu kinina-

kallikreina, w którym degraduje naczyniorozszerzającą bradykininę oraz inne peptydy 

wazoaktywne [Imig, 2004]. 

Inhibitory konwertazy angiotensyny I (ACEi, „-prile”) to jedna z grup leków szeroko 

stosowanych w terapii nadciśnienia tętniczego. Ze względu na biologię ACE, zastosowanie 

ACEi ma podwójnie korzystne działanie: hamuje powstawanie naczyniokurczącej Ang II, 

zarazem chroniąc przed degradacją naczyniorozszerzającą bradykininę. Zwiększenie 

dostępności Ang I, jakie towarzyszy stosowaniu ACEi, powoduje nasilenie przekształcania jej 

w Ang(1-7) o działaniu przeciwstawnym do Ang II. Stąd też ACEi działają nie tylko 

hipotensyjnie, lecz także antymitotycznie. Ograniczenie degradacji bradykininy, które 

ma miejsce przy stosowaniu ACEi, powoduje suchy kaszel – jedno z najczęściej 

obserwowanych działań niepożądanych tej grupy leków. Uniemożliwia ono długotrwałe 

leczenie inhibitorami ACE u niektórych chorych, przede wszystkim tych po sześćdziesiątym 

roku życia [Iwaniak, 2011]. Dodatkowo u osób stosujących ACEi często odnotowuje się 
znaczną ilość Ang II dostępną w krążeniu mimo zastosowania inhibitorów [Hollenberg i wsp., 

1998]. Może to być częściowo tłumaczone faktem, że ACEi zostały zaprojektowane jako 

inhibitory enzymu osoczowego; różne rodzaje ACEi mają odmienne zdolności do blokowania 

lub nie enzymu ACE1 obecnego w różnych narządach [Hirsch i wsp., 1992, Shah i Arora, 

2005]. 

Enzym konwertujący angiotensynę typu 2 (ACE2) 

Enzym konwertujący angiotensynę typu 2 (ACE2, konwertaza angiotensyny 2), 

podobnie jak ACE1, jest monokarboksypeptydazą, występującą w formie związanej z błoną 
komórkową oraz rozpuszczoną w osoczu, a jej ekspresja obserwowana jest przede wszystkim 

w śródbłonku. Jednak w odróżnieniu od ACE1 ekspresja ta jest silnie ograniczona do serca, 

nerki oraz jąder, co sugeruje, że ACE2 odgrywa ważną rolę w działaniu lokalnego RAS tych 

narządów [Donoghue i wsp., 2000]. ACE2 obniża poziom Ang II poprzez konwersję zarówno 

Ang I do Ang(1-9), jak i Ang II do Ang(1-7) [Santos i wsp., 2018]. Peptyd Ang(1-7) wywiera 

w układzie krążenia działanie przeciwne do Ang II, stymulując wydzielanie NO, 
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prostaglandyny E2 (PGE2) i bradykininy [Ferrario i wsp., 1997]. Przypuszcza się, że w stanie 

równowagi czynnościowej wpływ ACE2 na układ sercowo-naczyniowy jest niewielki, jednak 

jego znaczenie rośnie w stanach patologicznych [Oudit i wsp., 2003, Soler i wsp., 2013]. W 

związku z małym znaczeniem konwertazy ACE2, ilekroć w dalszej części tekstu niniejszej 

rozprawy użyty jest termin „konwertaza angiotensyny” i skrót „ACE” należy odnosić to do 

ACE1.  

Zastosowanie inhibitorów ACE w leczeniu nadciśnienia powoduje obniżenie poziomu 

osoczowej Ang II, co wiąże się ze zwiększeniem poziomu Ang I. Większa dostępność Ang I 

może z kolei prowadzić do aktywacji ścieżek formowania Ang II niezależnych od aktywności 

ACE1 [Givertz, 2001]. Dodatkowym czynnikiem zwiększającym aktywność alternatywnych 

ścieżek powstawania Ang II mogą być stany patologiczne, a więc i samo nadciśnienie. Wśród 

proteaz, które zdolne są przekształcać Ang I do Ang II wymienić można chymazę [Reilly i 

wsp., 1982, Okunishi i wsp., 1987, Okamura i wsp., 1990] oraz obecną u gryzoni elastazę 2A, 

której aktywność, podobnie jak aktywność chymazy, znosi inhibitor chymostatyna [McDonald 

i wsp., 2001, Richard i wsp., 2001, Santos i wsp., 2003]. Udział tych enzymów w syntezie Ang 

II w stanie równowagi czynnościowej jest znacznie mniejszy niż ACE1, jednak może się 
istotnie zwiększać w stanach patologicznych: nadciśnieniu tętniczym, chorobie wieńcowej 

i miażdżycy [McPherson i wsp., 2004, Miyake-Ogawa i wsp., 2005, Morikawa i wsp., 2005]. 

Ekspresję chymazy stwierdzono w komórkach tucznych, komórkach śródbłonka 

oraz komórkach śródmiąższowych wielu narządów, w tym serca i nerek. W sercu człowieka 

chymaza jest syntetyzowana w komórkach śródbłonkowych i mezenchymalnych, a następnie 

wydzielana do płynu śródmiąższowego, gdzie odpowiada za syntezę 80% ilości Ang II obecnej 

w sercu [Petrie i wsp., 2001]. Tak więc lokalnie w mięśniu sercowym czy ścianie naczyń 

krwionośnych człowieka zaledwie ok. 20% ilości Ang II wynika z czynności ACE1 

[McPherson i wsp., 2004]. Z drugiej strony za poziom Ang II w osoczu odpowiada prawie 

wyłącznie ACE1 [Lorenz, 2010, Park i wsp., 2010], gdyż chymaza, po przejściu do krwiobiegu, 

jest natychmiastowo unieczynniana przez licznie obecne we krwi inhibitory proteaz 

serynowych [Urata i wsp., 1993, Miyazaki i Takai, 2000, Miyazaki i Takai, 2001]. Chymaza 

jest więc wrażliwa na endogenne inhibitory proteaz serynowych i egzogenny inhibitor 

chymostatynę, nie jest jednak wrażliwa na inhibitory ACE [Urata i wsp., 1990a, Urata i wsp., 

1990b]. U szczurów obecność chymazy potwierdzono w ścianie naczyń krwionośnych [Leite i 

wsp., 1997] oraz sercu i innych narządach [Muller i wsp., 1998]. Dlatego też w regulacji funkcji 

układu sercowo-naczyniowego ważną rolę odgrywa zarówno systemowa Ang II, jak również 
Ang II powstała w wyniku aktywności lokalnego RAS. 
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W stanach patologicznych chymaza odgrywa znaczącą rolę w procesie przebudowy 

i usztywnienia ściany naczyń krwionośnych. Przebudowa macierzy zewnątrzkomórkowej 

odbywa się poprzez aktywowanie przez chymazę metaloproteinazy 9 (MMP9) 

i transformującego czynnika wzrostu-β1 (TGF-β1) [Harrison-Bernard i wsp., 2013] oraz 

bezpośrednią degradację fibronektyny i kolagenu IV [Urata, 2000]. Równolegle syntetyzowana 

przez chymazę Ang II działa mitogennie na komórki mięśniówki gładkiej [Guo i wsp., 2001]. 

W procesie tym chymaza wykazuje dwudziestokrotnie wyższą aktywność katalityczną 
w stosunku do Ang I niż inne tkankowe enzymy tworzące Ang II [Wei i wsp., 2002]. W efekcie 

ściana naczynia ulega pogrubieniu, ale odłożone włókna macierzy zewnątrzkomórkowej 

zmniejszają jej elastyczność. 

 

 

Ryc. 1. Schemat działania układu renina-angiotensyna (RAS). Po lewej stronie zaznaczono 
działanie osoczowego RAS, po prawej – lokalnego (tkankowego) RAS. Nazwy enzymów 
zapisano kursywą. Egzogenne inhibitory oznaczono na pomarańczowo. Wiązanie do receptora 
oznaczono przerywaną linią. Efekty pobudzenia receptorów wymieniono w szarych ramkach. 
Na podstawie: [Haulica i wsp., 2005, Chappell, 2012, Nehme i wsp., 2019]. 
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1.4. Wpływ diety wysokosodowej na układy zaangażowane w regulację 
ciśnienia krwi 

1.4.1. Zmiany w układzie renina-angiotensyna 

W efekcie działania diety wysokosodowej zmienia się aktywność i dostępność 
poszczególnych składników układu renina-angiotensyna. Przy wzroście PNa obserwuje się 
obniżenie ekspresji reniny, któremu towarzyszy wzrost ekspresji ACE oraz receptorów AT1 

[Samuel i wsp., 2012]. Pacjenci sodowrażliwi reagują na wzrost spożycia sodu większymi 

wartościami MABP i mniejszą redukcją aktywności osoczowej reniny niż pacjenci sodooporni 

[Poch i wsp., 2001]. Obniżona wrażliwość nerkowego mechanizmu regulującego uwalnianie 

reniny może więc być jedną z przyczyn sodowrażliwości. Z kolei ACE, którego ekspresja 

w diecie HS rośnie, zdolny jest do przekształcania naczyniorozszerzającej bradykininy 

w nieaktywną pochodną [Carey i Siragy, 2003]. W efekcie sygnał rozszerzający naczynia ulega 

osłabieniu.  

1.4.2. Zmiany w układzie współczulnym 

Dieta HS u zwierząt prowadzi do zwiększenia ogólnej aktywności współczulnej. 

Jednym z najważniejszych obszarów ośrodkowych odpowiedzialnych za współczulną kontrolę 
napięcia naczyń krwionośnych jest dogłowowy brzuszno-boczny obszar rdzenia przedłużonego 

(RVLM, ang. rostral ventrolateral medulla). Jego wrażliwość na pobudzenie przez Ang II 

rośnie w diecie wysokosodowej, co przekłada się na wzrost ciśnienia tętniczego krwi [Adams 

i wsp., 2008]. Ang II oddziałująca na RVLM może być syntetyzowana lokalnie [Grobe i wsp., 

2008] lub pochodzić z krążenia ogólnego, jako że Ang II jest w stanie przekraczać barierę krew-

mózg [Rose i Audus, 1998]. W efekcie wzrostu aktywności współczulnej pod wpływem HS 

napięcie neurogenne naczyń krwionośnych rośnie, ale na ogół nie prowadzi to do wzrostu 

ciśnienia tętniczego u zdrowych zwierząt bez sodowrażliwości. 

1.4.3. Zmiany strukturalne i czynnościowe w  naczyniach krwionośnych 

Dieta HS prowadzi do wzrostu oporu obwodowego poprzez nasilenie ekspresji 

receptorów AT1 dla Ang II [Aroor i wsp., 2013] oraz nasilenie produkcji ROS [Montezano i 

Touyz, 2014]. Nasiloną produkcję ROS podczas diety wysokosodowej stwierdzono w małych 

naczyniach mięśni prążkowanych, kory nerki i mózgu u szczurów niepredysponowanych 

do rozwoju nadciśnienia tętniczego [Weir i Fink, 2005]. Z badań doświadczalnych wynika 

także, że długotrwale stosowana dieta HS prowadzi do zwiększenia masy mięśni gładkich 
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ściany naczyń oporowych, co sprzyja rozwojowi nadciśnienia tętniczego. Przyczyną 
pogrubienia błony środkowej jest mitogenny wpływ angiotensyny II na komórki mięśniówki, 

nasilony u zwierząt na diecie HS dzięki zwiększonej ekspresji receptorów AT1. Zarówno Ang 

II, jak i ROS zwiększają tempo aktywacji transformującego czynnika wzrostu TGF-β1 (ang. 

Transforming Growth Factor β1) [Gibbons i wsp., 1992, Tantisattamo i wsp., 2019], cytokiny 

sprzyjającej kumulacji macierzy zewnątrzkomórkowej [Gu i wsp., 1998]. Mięśniówka naczyń 

przyrasta więc na grubość (za sprawą proliferacji komórek i rozrostu macierzy 

zewnątrzkomórkowej), lecz ze względu na kumulację włókien macierzy zewnątrzkomórkowej 

elastyczność warstwy mięśniowej ulega zmniejszeniu.  

Uszkodzenie naczyń, jakie pojawia się w efekcie wysokiej podaży sodu, dotyczy 

również śródbłonka. U zwierząt na  diecie HS obserwuje się uszkodzenie warstwy glikokaliksu, 

która w warunkach prawidłowych chroni śródbłonek jako bariera selektywna, ograniczająca m. 

in. oddziaływanie sodu i innych czynników obecnych w osoczu na komórki śródbłonka [Bkaily 

i wsp., 2021]. Uszkodzony glikokaliks ułatwia przemieszczanie dużych ilości sodu do wnętrza 

komórek śródbłonka [Oberleithner i wsp., 2011], co zaburza potencjał błonowy i doprowadza 

do upośledzenia odpowiedzi tych komórek na czynniki zewnętrzne. Co więcej, uszkodzony 

glikokaliks zwiększa prawdopodobieństwo oddziaływania białek osocza i komórek układu 

odpornościowego z komórkami śródbłonka, co z kolei zwiększa prawdopodobieństwo rozwoju 

w nich stanu zapalnego [Vinaiphat i wsp., 2023]. Rzeczywiście, diecie HS towarzyszy 

chroniczny stan zapalny o niskim natężeniu w śródbłonku [Rosón i wsp., 2006, Moriguchi i 

wsp., 2011]. Uszkodzenie glikokaliksu prowadzi do dysfunkcji śródbłonka objawiającej się 
zmniejszeniem wydzielania NO. Dodatkowo, dieta HS prowadzi do obniżenie aktywności 

eNOS w śródbłonku. W badaniach na hodowlach komórek śródbłonka in vitro wykazano, 

że nawet nieznaczny wzrost PNa, bez przekraczania jego zakresu prawidłowego, prowadzi 

do istotnego obniżenia aktywności eNOS [Martens i Edwards, 2011]. 

Oprócz dysfunkcji śródbłonka u zwierząt utrzymywanych na diecie wysokosodowej 

opisane są zaburzenia odpowiedzi na substancje naczynioaktywne, zarówno rozszerzające jak 

i kurczące w naczyniach obwodowych i w naczyniach krążenia mózgowego [Liu i wsp., 1997, 

Frisbee i Lombard, 1998, Weber i wsp., 1999, Weber i Lombard, 2000, Sofola i wsp., 2002, 

Sylvester i wsp., 2002]. 

Mechanizm niekorzystnego działania diety wysokosodowej na regulację napięcia 

ściany naczyń krwionośnych nie został w pełni poznany. Badania wpływu nadmiernej podaży 

sodu i sodo-zależnego nadciśnienia tętniczego na regulację oporu naczyń krwionośnych 

są fragmentaryczne, a wnioski dotyczące tego zagadnienia są często wyprowadzane 
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na podstawie wyników uzyskanych z badań na hodowlach komórek wchodzących w skład 

ściany naczyń  krwionośnych. Część wyników pochodzi z badań na szczurach sodowrażliwych, 

takich jak Dahl czy DOCA, które na diecie wysokosodowej rozwijają nadciśnienie [Kobori i 

wsp., 2003]. Nie wiadomo, w jakim stopniu zmiany powstające w naczyniach oporowych w 

przebiegu sodo-zależnego nadciśnienia tętniczego są uwarunkowane zwiększoną podażą sodu 

w diecie, a w jakim samym nadciśnieniem. Nie wiadomo również czy, i w jakim stopniu, 

naczyniowy układ renina-angiotensyna bierze udział w powstawaniu lub utrzymaniu sodo-

zależnego nadciśnienia tętniczego. Zbadanie tego ostatniego zagadnienia wydaje się 
szczególnie istotne z punktu widzenia pewnych problemów związanych z leczeniem 

nadciśnienia tętniczego za pomocą inhibitorów ACE. Długotrwałe leczenie za pomocą leków 

z tej grupy traci skuteczność u około 15% pacjentów. Zjawisko to nosi nazwę „ucieczki 

angiotensyny” (ang. angiotensin escape) i charakteryzuje się postępującym zwiększaniem 

osoczowego stężenia Ang II mimo kontynuacji leczenia [Hollenberg i wsp., 1998].  W związku 

z tym, ze wszech miar zasadne wydaje się poszukiwanie leków hamujących powstawanie 

angiotensyny II w sposób niezależny od inhibitorów ACE. 

Osobnym, także bardzo ważnym, zagadnieniem jest wpływ nadmiernego spożycia sodu 

– istotnego czynnika ryzyka udaru mózgu – na regulację napięcia tętnicy środkowej mózgu. 

Jest to naczynie krwionośne, którego niedrożność jest najczęstszą przyczyną udaru 

niedokrwiennego, a zaburzenia regulacji mogą prowadzić do deficytów poznawczych [Kubota 

i wsp., 2022]. Wpływ diety wysokosodowej i sodo-zależnego nadciśnienia tętniczego 

na mechanizmy regulacji napięcia tej tętnicy nie był systematycznie badany. 

W badaniach pilotażowych do niniejszego projektu zauważono, że poziom jonów sodu 

w osoczu u zwierząt na diecie wysokosodowej pozostaje w zakresie normy fizjologicznej przez 

cały czas trwania doświadczenia, tj. 28 dni. Wobec tego pojawiło się pytanie: jeżeli nie sód to 

co? Na podstawie piśmiennictwa ustalono, że pośrednikiem w działaniu sodu przyjmowanego 

drogą pokarmową może być toksyna powstająca w efekcie pracy bakterii jelitowych – tlenek 

trimetyloaminy TMAO. Wykazano, że u szczurów na diecie wysokosodowej stężenie 

tej toksyny w osoczu krwi znacznie wzrasta [Bielińska i wsp., 2018]. Dlatego też zdecydowano 

się na oznaczenie stężenia TMAO w osoczu zwierząt na diecie wysokosodowej oraz 

standardowej w ramach doświadczeń opisywanych w niniejszej rozprawie. 
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2. Hipotezy badawcze  

W oparciu o przedstawione we Wstępie informacje o niekorzystnym wpływie 

nadmiernej podaży sodu w diecie na naczynia krwionośne sformułowano następujące hipotezy: 

1. Długotrwale stosowana dieta wysokosodowa wywołuje zmiany czynnościowe: 

 w obwodowych  naczyniach krwionośnych typu oporowego, mające istotny 

wpływ na rozwój sodo-zależnego nadciśnienia tętniczego; 

 w dużych, oporowych naczyniach krwionośnych mózgu, prowadząc 

do zaburzenia  śródbłonkozależnej regulacji krążenia mózgowego. 

2. Długotrwale stosowana dieta wysokosodowa wpływa niekorzystnie na mikrobiotę 
jelitową, prowadząc do nadmiernej produkcji trimetyloaminy i TMAO. 

3. Rozwój sodo-zależnego nadciśnienia tętniczego jest związany zarówno z  pobudzeniem 

osoczowego, jak i lokalnego układu renina-angiotensyna. 

4. Inhibitory chymazy są skuteczniejsze w leczeniu sodo-zależnego nadciśnienia 

tętniczego niż inhibitory osoczowego enzymu konwertującego angiotensynę.   
Hipotezy te weryfikowano realizując następujące cele szczegółowe projektu: 

1. Określenie wpływu wysokiej podaży sodu i sodo-zależnego nadciśnienia tętniczego 

na odpowiedzi tętnicy zaopatrującej mięsień smukły (GMA, obwodowe naczynie 

oporowe) oraz tętnicy środkowej mózgu (MCA, naczynie oporowe krążenia 

mózgowego) na substancje naczyniozwężające (agonistę receptora AT1 i endotelinę-
1) oraz substancje naczyniorozszerzające zależne od NO (acetylocholinę i ATP). 

2.  Określenie udziału tlenku azotu w kształtowaniu podstawowego napięcia ściany GMA 

i MCA przy użyciu inhibitora syntazy tlenku azotu (estru metylowego nitro-L-

argininy, L-NAME).  

3. Określenie wpływu wysokiej podaży sodu i sodo-zależnego nadciśnienia tętniczego 

na stan glikokaliksu śródbłonka naczyń krwionośnych, niezbędnego do pobudzenia 

wydzielania NO w odpowiedzi na naprężenia ścinające. Dla realizacji tego zadania, 

w osoczu krwi badanych zwierząt oznaczano stężenie syndekanu-1 (wskaźnik 

uszkodzenia glikokaliksu), stężenie azotynów (metabolity NO świadczące 

o podstawowej aktywności wydzielniczej śródbłonka) i ADMA (endogenny inhibitor 

syntazy NO). 
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4. Porównanie efektywności hipotensyjnego i naczyniowego wpływu blokerów 

osoczowego (enalapril, inhibitor ACE) i tkankowego (chymostatyna, inhibitor 

chymazy) układu RAS u szczurów z sodo-zależnym nadciśnieniem tętniczym. 

Aby realizować cele szczegółowe zaplanowano serie badań na szczurach Sprague-

Dawley (stado bez genetycznych predyspozycji do rozwijania nadciśnienia tętniczego), które 

przez okres 28 dni utrzymywane były na diecie standardowej lub wysokosodowej. U części 

zwierząt usunięto nerkę, co wywołało utrudnienie w utrzymaniu bilansu sodowego. Zwierzęta 

na diecie wysokosodowej z usuniętą nerką rozwijały sodo-zależne nadciśnienie tętnicze, stając 

się odpowiednim organizmem modelowym do przetestowania sformułowanych powyżej 

hipotez. 
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3. Materiały i metody 

Badania były finansowane z programu MMRC-KNOW/KNOW 05: „Udział zmian 

naczyniowych w rozwoju sodo-zależnego nadciśnienia tętniczego”. Procedury doświadczalne 

zostały zaaprobowane przez IV i II Lokalną Komisję Etyczną ds. Badań na Zwierzętach 

Doświadczalnych w Warszawie (numery uchwał: 05/2014, WAW2/076/2018, 

WAW2/075/2018). 

3.1. Zwierzęta  

Doświadczenia prowadzono na szczurach samcach stada Sprague-Dawley (SD; n = 140) 

o wyjściowej masie ciała około 200 g, pochodzących ze zwierzętarni IMDiK PAN. 

Doświadczenie rozpoczynało się po tygodniu aklimatyzacji do nowego pomieszczenia, 

w którym zwierzęta przebywały przez następne 28 dni prowadzenia doświadczenia. Szczury 

były utrzymywane w klatkach bytowych w parach w systemie oświetlenia dzień : noc 12:12, 

z wolnym dostępem do pokarmu i wody. Podczas podawania substancji czynnych w wodzie 

do picia zwierzęta były utrzymywane w klatkach pojedynczo. Pokarm stanowiła pasza 

standardowa (Labofeed B – standard; 0,25% Na, w/w; Wytwórnia Pasz „Morawski”, Kcynia, 

Polska; dalej w skrócie NS) lub wysokosodowa (Labofeed B – wysokosodowa; 4% Na, w/w; 

Wytwórnia Pasz „Morawski”, Kcynia, Polska; dalej w skrócie HS).  

Sodo-zależne nadciśnienie tętnicze wywoływano u zwierząt na diecie HS, którym 

redukowano liczbę nefronów przez jednostronne usunięcie nerki (nefrektomię, UNX). 

Połączenie tych dwóch czynników – wysokiej podaży sodu w diecie i obniżonej zdolności 

regulowania gospodarki sodowej przez nerki – wywołuje rozwój sodo-zależnego nadciśnienia 

tętniczego w ciągu dwóch tygodni [Bądzyńska i Sadowski, 2012, Bądzyńska i wsp., 2019]. 

W kolejnych grupach zwierzęta z rozwiniętym sodo-zależnym nadciśnieniem tętniczym 

poddano leczeniu farmakologicznemu. Łącznie zwierzęta podzielono na sześć grup 

doświadczalnych, które dalej będą określane skrótowo jako: 

1. SHAM-NS – szczury SD z pozorowaną nefrektomią (ang. sham) na diecie NS (grupa 

kontrolna 1), trwającej 28 dni (n = 21);  

2. SHAM-HS – szczury SD z pozorowaną nefrektomią (ang. sham) na diecie HS, 

trwającej 28 dni (n = 24);   

3. UNX-NS – szczury SD z jednostronną nefrektomią (ang. unilateral nephrectomy) 

na diecie NS (grupa kontrolna 2), trwającej 28 dni (n = 23); 
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4. UNX-HS – szczury SD z jednostronną nefrektomią (ang. unilateral nephrectomy) 

na diecie HS, trwającej 28 dni (n = 24); 

5. UNX-HS+Enal – szczury SD z jednostronną nefrektomią (ang. unilateral 

nephrectomy) na diecie HS, trwającej 28 dni, które od 14 dnia diety otrzymywały 

w wodzie do picia enalapril (Enal) w jednej z czterech dawek: 5 (n = 7), 10 (n = 6), 20 

(n = 7), 40 (n = 6) mg/kg m.c. (łącznie n = 26); 

6. UNX-HS+Chym – szczury SD z jednostronną nefrektomią (ang. unilateral 

nephrectomy) na diecie HS, trwającej 28 dni, które od 14 dnia diety otrzymywały 

w wodzie do picia chymostatynę (Chym) w jednej z czterech dawek: 1 (n = 6), 

2 (n = 6), 4 (n = 6), 6 (n = 4) mg/kg m.c. (łącznie n = 22). 

3.2. Przebieg doświadczenia 

3.2.1. Monitorowanie ciśnienia tętniczego krwi i stężenia jonów sodu w osoczu 

Przyzwyczajanie do czynności pomiarowych. W tygodniu poprzedzającym rozpoczęcie 

procedury doświadczalnej zwierzęta przyzwyczajano do nieinwazyjnych pomiarów ciśnienia 

krwi tętniczej za pomocą mankietów okluzyjnych, zakładanych na ogon (system IITC Life 

Sciences Blood Pressure, Woodland Hills, CA, USA). Pomiar taki wymagał chwilowego 

unieruchomienia szczura w rurce pomiarowej, co stanowiło czynnik stresorodny, 

a przyzwyczajenie zwierząt do tych warunków miało na celu ograniczenie stresu związanego 

z pomiarem.  

Dzień „0”.  W dniu, w którym rozpoczynano doświadczenie chroniczne, wykonywano pomiar 

ciśnienia krwi tętniczej, po którym następowało pobranie krwi z żyły ogonowej celem 

określenia stężenia jonów sodu w osoczu (PNa). Wartości ciśnienia oraz PNa uznano za wartości 

wyjściowe (na wykresach opisywane są jako dzień „0”). W kolejnym kroku zwierzęta 

poddawano nefrektomii lub nefrektomii pozorowanej. Następnie szczurom w grupach „-HS” 

zamieniano paszę standardową na paszę wysokosodową. Szczury w grupach „-NS” 

otrzymywały nadal  wyjściową paszę standardową (Ryc. 2). 

Punkty pomiarowe. Szczury spożywały paszę o zróżnicowanej zawartości sodu (NS lub HS) 

przez 28 dni. Podczas trwania diety raz w tygodniu (dni „7”, „14”, „21” i „28”) monitorowano 

ciśnienie krwi tętniczej, a następnie pobierano próbkę krwi, podobnie jak  w dniu „0” (Ryc. 2). 
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Ryc. 2. Schemat przebiegu doświadczenia. A. Wywołanie sodo-zależnego nadciśnienia 
tętniczego (szczury z nefrektomią na diecie wysokosodowej – UNX-HS – oraz odpowiednie 
grupy kontrolne). B. Podawanie inhibitorów układu renina-angiotensyna (RAS) dla szczurów 
z sodo-zależnym nadciśnieniem tętniczym. 
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3.2.2. Zabieg jednostronnej nefrektomii lub nefrektomii pozorowanej 

Zabiegi chirurgiczne wykonywano w warunkach sterylnych w znieczuleniu ogólnym 

(ketamina 50 mg/kg, ksylazyna 7,5 mg/kg, i.p.; Vetoquinol Biowet, Gorzów Wielkopolski, 

Polska). Po uprzedniej miejscowej dezynfekcji i ogoleniu skóry wykonywano cięcie 

lędźwiowe, a następnie delikatnie uwalniano nerkę z otaczających tkanek i tłuszczu. Szypułę 
nerkową podwiązywano, a nerkę usuwano (krok ten pomijano w operacji pozorowanej). 

Następnie zakładano szwy (oddzielne na powłoki mięśniowe, a oddzielne na skórę) i podawano 

Metacam (0,2 mg/kg, s.c.; Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH, Ingelheim, Niemcy) – 

środek łagodzący ból pooperacyjny. Zwierzęta przenoszono do indywidualnych klatek 

bytowych; w grupach „-HS” zmieniano paszę na wysokosodową. Następnego dnia 

kontrolowano stan szwów i w razie potrzeby poprawiano je, a następnie ponownie łączono 

zwierzęta w pary. Zabieg nefrektomii/pozorowanej nefrektomii wykonywano losowo – raz 

prawostronnie, a raz lewostronnie. 

3.2.3. Pomiary w klatkach metabolicznych 

U szczurów z grup SHAM-NS, SHAM-HS, UNX-NS i UNX-HS (n = 3 dla każdej 

z grup) wykonano pomiary w klatkach metabolicznych, pozwalające na określenie dobowego 

spożycia wody, diurezy (tempa wydalania moczu/wody) i natriurezy (tempa wydalania sodu). 

Szczury umieszczano na 24 godziny w indywidualnych klatkach metabolicznych (Tecniplast 

Gazzada, Buguggiote, Włochy) raz w tygodniu; pierwszy pobyt w klatkach metabolicznych 

rozpoczął się dobę przed dniem „0”. Każdy dobowy pobyt w klatkach metabolicznych 

kończył się pomiarem ciśnienia tętniczego krwi i pobraniem próbki krwi według czynności 

opisywanych wyżej. Pomiar spożycia wody i diurezy odbywał się za pomocą wagi, 

pozwalającej określić ubytek wody z butelki oraz ilość moczu zebranego w odpowiednim 

pojemniku. Poziom natriurezy wymagał oznaczenia stężenia sodu w moczu (UNa, czynność 
opisana dalej), a iloczyn tej wartości i wielkości diurezy (V) dawał wartość natriurezy (UNaV).  

3.2.4. Podawanie substancji hipotensyjnych 

 Szczurom z sodo-zależnym nadciśnieniem tętniczym, które rozwinęło się w grupie 

UNX-HS, podawano inhibitory odmiennych enzymów odpowiedzialnych za powstawanie 

Ang II: 

 Enalapril (Benaraplil 20, Berlin-Chemie AG, Berlin, Niemcy), inhibitor ACE, w jednej 

z czterech dawek: 5, 10, 20, 40 mg/kg m.c. (UNX-HS+Enal); 
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 Chymostatyna (Chymostatin, Sigma, nr kat. C7268, Saint Louis, MO, USA), inhibitor 

chymazy, w jednej z czterech dawek: 1, 2, 4, 6 mg/kg m.c. (UNX-HS+Chym). 

Inhibitory podawane były w wodzie do picia, począwszy od dnia „14” doświadczenia, 

przy czym pomiary ciśnienia krwi i pobranie próbki krwi tego dnia odbywały się 
przed rozpoczęciem podawania inhibitorów. Podczas podawania tych substancji zwierzęta 

przebywały w klatkach indywidualnie. Roztwór inhibitorów był przygotowywany codziennie 

i podawany zwierzętom w butelkach z ciemnego tworzywa celem ograniczenia rozkładania się 
inhibitorów. Dobowa dawka inhibitorów była rozpuszczana w ilości wody nieznacznie 

mniejszej niż przeciętne dobowe spożycie (określone dzięki badaniom w klatkach 

metabolicznych), co powodowało przyjęcie całej podanej dawki przez zwierzę. W nielicznych 

przypadkach po wypiciu leku zwierzę otrzymywało na pozostałą część doby wodę bez 

inhibitora.  

3.2.5. Porównanie skuteczności substancji hipotensyjnych 

Skuteczność hipotensyjną oceniano przez porównanie IC50 (ang. half-maximal 

inhibitory concentration) dla obu substancji [Sebaugh, 2011]. Wartości IC50 obliczono 

przy pomocy programu GraphPad Prism (wersja 5, GraphPad Software, San Diego, CA, USA). 

Wskaźnik ten używany jest najczęściej do określania aktywności substancji cytotoksycznych. 

W naszym przypadku posłużył on do określenia stężenia enalaprilu i chymostatyny 

wywołującego obniżenie ciśnienia rozkurczowego w grupach UNX-HS-Enal i UNX-HS-Chym 

o 50% w stosunku do ciśnienia rozkurczowego DBP w grupie kontrolnej UNX-HS, którą to 

wartość przyjęto za 100%. Do analizy wybrano ciśnienie rozkurczowe, ponieważ jego wielkość 
koreluje lepiej, niż wielkość ciśnienia skurczowego SBP, ze stanem napięcia naczyń i TPR. 

3. 3. Badania czynnościowe ex vivo  

3.3.1. Pobranie naczyń krwionośnych i krwi do dalszych analiz  

Zwierzę znieczulano mieszaniną O2/N2O (30%/70%) zawierającą 5% izofluranu. 

Po sprawdzeniu, że zwierzę nie cofa łapy w odpowiedzi na ucisk, wykonywano dekapitację 
za pomocą gilotyny.  

Mieszaną krew wypływającą z naczyń tułowia pobierano w sposób zależny 

od przeznaczenia próbki. Próbkę krwi przeznaczoną do oznaczania Ang II pobierano 

do probówki zawierającej koktajl inhibitorów proteaz (Protease Inhibitor Cocktail, Sigma, 

Saint Louis, MO, USA), odwirowywano (3000 g, 10 min) i zamrażano w ciekłym azocie. 
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Pozostałe próbki krwi pobierano do heparynizowanych probówek, odwirowywano (3000 g, 

10 min), chroniono przed ekspozycją na światło (zabieg konieczny dla późniejszego oznaczenia 

metabolitów NO) i zamrażano w suchym lodzie. Wszystkie próbki przechowywano 

w temperaturze -80 oC. 

Mózg wyjmowano w czasie krótszym niż 3 minuty od dekapitacji i umieszczano 

w jałowym roztworze 0,9% NaCl o temperaturze 4 ºC. Obie tętnice MCA izolowano z mózgu 

począwszy od kręgu Willisa, a następnie delikatnie oczyszczano z tkanek przylegających. 

W dalszym kroku pobierano odpowiednie wycinki mięśnia smukłego z obu kończyn tylnych 

szczura (rozpoczynano naprzemiennie od lewej lub prawej) i umieszczano w roztworze 0,9% 

NaCl o temperaturze 4 ºC. Z każdej kończyny izolowano tętnicę GMA. Wyizolowane naczynia 

umieszczano w indywidualnych komorach arteriografu wypełnionych roztworem soli 

fizjologicznej buforowanej kwasem 3-[N-morfolino]propanosulfonowym z dodatkiem 1% 

dializowanej albuminy wołowej (MOPS-PSS-Alb), w którym prowadzono badania 

czynnościowe. Podczas jednego doświadczenia badano reaktywność jednej tętnicy MCA 

(naprzemiennie z lewej lub prawej półkuli) oraz jednej tętnicy GMA (naprzemiennie z lewej 

lub prawej kończyny).  

3.3.2. Przygotowanie naczyń do badań 
Naczynie przeniesione do komory arteriografu kaniulowano za pomocą szklanej 

kapilary i mocowano za pomocą nici nylonowej 10-0. Światło naczynia delikatnie 

przepłukiwano MOPS-PSS-Alb zgodnie z fizjologicznym kierunkiem przepływu krwi celem 

usunięcia krwi z naczynia. Następnie wolny koniec naczynia mocowano na drugiej szklanej 

kapilarze, a komorę arteriografu przenoszono na stolik odwróconego mikroskopu świetlnego 

(CKX41, Olympus, Center Valley, PA, USA). Naczynie było perfundowane MOPS-PSS-Alb 

w tempie 100 μl/min pod stałym ciśnieniem hydrostatycznym wynoszącym 80 mmHg 

w przypadku naczyń pobranych ze szczurów normotensyjnych lub maksymalnie 120 mmHg 

w przypadku naczyń pobranych ze szczurów z sodo-zależnym nadciśnieniem tętniczym UNX-

HS oraz UNX-HS otrzymujących substancje o działaniu hipotensyjnym. Podczas 

doświadczenia przepływ wewnątrznaczyniowy był utrzymany w MCA, ale nie w GMA [Csato 

i wsp., 2014]. Płyn na zewnątrz naczynia (MOPS-PSS), o temperaturze 37 ºC i pH 7,4 

wymieniano w tempie 20 ml/min przy użyciu pompy perystaltycznej (typ PP2B-15, ZALIMP 

lub Masterflex, Cole Parmer, Vernon Hills, IL, USA). Temperatura płynu zewnątrz- 

i wewnątrznaczyniowego utrzymywana była na stałym poziomie 37 oC. Naczynie 

obserwowano przy pomocy toru wizyjnego złożonego z kamery i monitora telewizyjnego. 
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Średnicę naczynia mierzono manualnie bezpośrednio na ekranie monitora. Faza stabilizacyjna 

naczynia (między kaniulacją a rozpoczęciem doświadczenia) wynosiła 60 min. Podczas całego 

doświadczenia roztworem wewnątrznaczyniowym pozostawał MOPS-PSS-Alb, a zewnątrz- 

naczyniowym – MOPS-PSS (Ryc. 3). 

 

 

 

 

Ryc. 3. Schemat aparatury do badań czynnościowych ex vivo. MOPS-PSS – roztwór soli 
fizjologicznej buforowanej kwasem 3-[N-morfolino]propanosulfonowym. MOPS-PSS-Alb – 
roztwór soli fizjologicznej buforowanej kwasem 3-[N-morfolino]propanosulfonowym 
z dodatkiem 1% dializowanej albuminy wołowej. 

 

3.3.3. Potwierdzenie żywotności wyizolowanego naczynia 

Badania czynnościowe przeprowadzano wyłącznie na naczyniach, które spełniły dwa kryteria 

żywotności. Pierwszym z nich było nabranie napięcia miogennego podczas fazy stabilizacyjnej; 

wyrazem tego napięcia jest zmniejszenie średnicy naczynia w stosunku do średnicy naczynia 

nieuciśnieniowionego (bezpośrednio po kaniulacji) średnio o 35-40%. Drugim kryterium 

żywotności była odpowiedź na zwiększenie stężenia jonów potasu w przestrzeni 
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zewnątrznaczyniowej (roztwór 20 mM KCl w roztworze MOPS-PSS, podawany przez 

co najmniej 15 min). Prawidłowe naczynie krwionośne odpowiadało na KCl rozszerzeniem 

przynajmniej o 20%. Jeżeli naczynie nie spełniło tych kryteriów, uznawane było 

za niereaktywne, co skutkowało wykluczeniem go z doświadczenia. Po potwierdzeniu 

żywotności płyn zewnątrznaczyniowy był wymieniany na czysty MOPS-PSS. Po kolejnych 

15 min stabilizacji w nowych warunkach, mierzono ponownie średnicę naczynia (pomiar ten 

uznawano za wyjściową średnicę naczynia w doświadczeniu) i rozpoczynano badanie. 

3.3.4. Badanie reaktywności GMA i MCA 

W pierwszej kolejności badano naczynia szczurów z grup nieotrzymujących substancji 

hipotensyjnych (SHAM-NS, SHAM-HS, UNX-NS, UNX-HS). Na tętnicach GMA i MCA, 

spełniających kryteria żywotności, sprawdzano odpowiedzi na podanie: 

 substancji naczyniokurczących: agonisty receptora AT1 (AT1agon; GMA, n = 20, MCA, 

n = 21) i endoteliny-1 (ET-1; GMA, n = 21, MCA n = 25); 

 substancji o zależnym od śródbłonka działaniu naczyniorozszerzającym: ACh 

w przypadku GMA (n = 24) i ATP w przypadku MCA (n = 24);  

 inhibitora syntazy tlenku azotu – estru metylowego nitro-L-argininy (L-NAME), w celu 

zbadania udziału NO w utrzymaniu napięcia podstawowego badanych naczyń (GMA, 

n = 22; MCA, n = 23).  

Sposób podawania substancji przedstawiono w Tabeli 1. 

Tabela 1. Substancje naczynioaktywne  stosowane podczas badań czynnościowych ex vivo, wraz 
z drogą podania, dawkami i czasem podawania (powolnej infuzji kończącej się pomiarem średnicy 
naczynia). AT1Ragon – agonista receptora typu 1 dla angiotensyny II, ET-1 – endotelina-1, 
ACh – acetylocholina, ATP – adenozyno-5′-trifosforan, L-NAME – ester metylowy nitro-L-argininy. 
 

    

Substancja Droga  Dawki Czas podawania 

AT1Ragon zewnątrznaczyniowo 
5×10-10 M, 10-9 M, 5×10-9 M, 
10-8 M 

5 min 

ET-1 zewnątrznaczyniowo 
10-10 M, 5×10-10 M, 10-9 M, 
5×10-9 M, 10-8 M 

15 min 

ACh zewnątrznaczyniowo 
10-9 M, 10-8 M, 5×10-8 M,  
10-7 M, 5×10-7 M 

15 min 

ATP wewnątrznaczyniowo 
10-8 M, 5×10-8 M, 10-7 M,  
5×10-7 M, 10-6 M 

15 min 

L-NAME zewnątrznaczyniowo 10-5 M 30 min 
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Substancje podawane zewnątrznaczyniowo były rozpuszczone w MOPS-PSS, a ATP – w 

MOPS-PSS-Alb. Naczynie otrzymywało wyłącznie jedną substancję (AT1Ragon, ET-1, ACh 

lub ATP) we wszystkich zaplanowanych dawkach, podawanych w kolejności rosnącej. 

Dodatkowo, po zakończeniu  tego doświadczenia, naczynia, na których badano reaktywność 
na AT1Ragon, zostały wykorzystane do określenia odpowiedzi na L-NAME. Przed 

rozpoczęciem tej części badania, komorę arteriografu dokładnie płukano, a płyn 

zewnątrznaczyniowy wymieniano na czysty MOPS-PSS. Po 15 min stabilizacji mierzono 

średnicę naczynia (średnica wyjściowa), a następnie podawano L-NAME w infuzji. 

Na podstawie powyższych badań reaktywności można było określić, które z naczyń 

w grupie z nadciśnieniem sodo-zależnym UNX-HS charakteryzują się upośledzeniem funkcji. 

Wybrane w ten sposób naczynia i testy czynnościowe posłużyły do oceny skuteczności 

enalapriu i chymostatyny w grupach UNX-HS+Enal i UNX-HS+Chym.  

Ostatecznie, w tych dwóch grupach określono odpowiedź: 
 GMA na podanie AT1Ragon (n = 30), 

 MCA na podanie ATP (n = 35), 

 GMA (n = 30) i MCA (n = 34) na podanie L-NAME, 

przy czym każdorazowo zachowano warunki podawania opisane w Tabeli 1.  

Te doświadczenia przeprowadzano wg. następującego schematu: po zakończeniu badania 

reaktywności na  AT1Ragon lub ATP naczynia zbyły wykorzystane do określenia odpowiedzi 

na L-NAME. W przypadku naczyń, które przeszły test reaktywności na AT1Ragon, postępowano 

w sposób opisany wyżej. W przypadku naczyń, które przeszły test reaktywności na ATP, 

płyn wewnątrznaczyniowy wymieniano na czysty MOPS-PSS-Alb. Po 30 min stabilizacji 

mierzono średnicę naczynia (średnica wyjściowa), a następnie podawano L-NAME w infuzji. 

3.4. Analiza próbek osocza i moczu 

3.4.1. Pomiary stężenia jonów sodu w osoczu i moczu, zbieranych w doświadczeniu 
chronicznym 

Krew pobraną z żyły ogonowej w dniach „0”, „7”, „14”, „21” i „28” wirowano (3000 g, 

10 min), a osocze zbierano i przechowywano w temperaturze -80 °C. Mocz zebrany w klatkach 

metabolicznych wirowano (800 g, 5 min) celem usunięcia ewentualnych zanieczyszczeń, 

a następnie przechowywano w -20 °C. Pomiar stężenia jonów sodu wykonywano przy użyciu 

fotometru płomieniowego (model PFP7, Jenway, Essex, UK), po czym odczytywano z krzywej 
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standardowej wykreślonej na podstawie pomiarów roztworów standardowych o znanym 

stężeniu sodu. 

3.4.2. Analiza osocza zebranego w chwili uśpienia terminalnego 

Zamrożone uprzednio próbki osocza przechowywano w temperaturze -80 °C aż do dnia 

analizy.  

Określenie stężenia Ang II w osoczu 

Stężenie Ang II w osoczu oznaczano za pomocą testu ELISA (Cat. EK-002-12, Phoenix 

Pharmaceuticals Inc., Burlingame, CA, USA). Przed jego wykonaniem osocze oczyszczano 

na kolumnach ekstrakcyjnych (Bakerbond spe, Octadecyl, C18, J.T. Baker Inc., Philipsburg, 

NJ, USA) wykorzystując technikę SPE. Ekstrakcja na kolumnach SPE polega 

na przepuszczeniu ciekłej próbki przez złoże sorbentu (w tym przypadku: złoże krzemionkowe) 

i adsorpcji oznaczonych związków na złożu. Osocze i bufor ekstrakcyjny A (nr kat. RK-BA-1, 

Phoenix Pharmaceuticals Inc., Burlingame, CA, USA) rozcieńczano w proporcji 1:1 

i wirowano (16 128 g, 20 min, 4 °C). Supernatant zachowywano, a  eluent odrzucano. Kolumny 

aktywowano buforem ekstrakcyjnym B (nr kat. RK-BB-1), a następnie trzykrotnie 

przemywano buforem A. Na aktywowane kolumny nakładano supernatant, a następnie 

dwukrotnie przemywano  buforem A. Ostatnim etapem było wymycie Ang II ze złoża poprzez 

dodanie na kolumny buforu B; eluent zbierano w probówce. Następnie odparowywano do sucha 

azotem technicznym (6.5 M3, Nord Gaz s.c., Warszawa, Polska) i zamrażano w -80 °C do czasu 

wykonania testu ELISA. Oznaczenie wykonano w Zakładzie Neuroendokrynologii Klinicznej 

Centrum Medycznego Kształcenia Podyplomowego w Warszawie. 

Określenie stężenia metabolitów NO w osoczu  

Stężenie azotynów w osoczu oznaczano za pomocą analizatora tlenku azotu NOA 280 

(Sievers Instruments, Boulder, CO, USA). Metoda pomiaru polega na redukcji NO za pomocą 
ozonu i wytworzeniu sygnału chemiluminescencji. Próbki osocza o objętości 100 μl 

wprowadzano do zbiornika zawierającego jodek potasu w kwasie octowym. Roztwór ten 

redukuje azotyny do NO. Analizator wytwarza ozon (O3), który reagując z NO tworzy 

dwutlenek azotu (NO2) i tlen (O2). Cząsteczki NO2 powstają w stanie wzbudzonym elektrycznie 

(NO2
*), a ich elektrony, powracając do stanu pierwotnego uwalniają nadmiar energii w postaci 

fotonu (hv). Sygnał chemiluminescencyjny analizatora NO był następnie przeliczany 

na stężenie za pomocą krzywej kalibracji otrzymanej ze standardowych roztworów azotynów. 
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Oznaczenie wykonano w Zakładzie Fizjologii Klinicznej Centrum Medycznego Kształcenia 

Podyplomowego w Warszawie. 

Określenie stężenia TMA, TMAO i ADMA w osoczu  

Stężenie trimetyloaminy (TMA), tlenku trimetyloaminy (TMAO) i symetrycznej 

dimetyloargininy (ADMA) w osoczu oceniano za pomocą wysokosprawnego chromatografu 

cieczowego (Waters Acquity Ultra Performance, Milford, CT, USA) sprzężonego z potrójnym 

kwadrupolowym spektrometrem masowym (Waters TQ-S, Milford, CT, USA) w Zakładzie 

Fizjologii i Patofizjologii Eksperymentalnej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego [Ufnal 

i wsp., 2014]. 

Określenie stężenia syndekanu-1 w osoczu  

Pomiary stężenia syndekanu-1 (wskaźnika stanu glikokaliksu) w osoczu zostały 

wykonane za pomocą testu immunoenzymatycznego ELISA według instrukcji producenta 

(nr kat. E-EL-R0996, Elabscience, Houston, TX, USA) w Zakładzie Neuroendokrynologii 

Klinicznej Centrum Medycznego Kształcenia Podyplomowego w Warszawie.  

3.5. Analiza statystyczna 

W analizie statystycznej posłużono się programem GraphPad Prism (wersja 5, 

GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Do porównań międzygrupowych zmiennych 

mierzonych w czasie stosowano test jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) i analizę 
post hoc testem wielokrotnych porównań Tukeya, chyba że zaznaczono inaczej. Wartości dla 

indywidualnych punktów w czasie porównywano za pomocą testu t Studenta. W tekście, 

tabelach i na rycinach jako miarę rozrzutu danych podawano średnią arytmetyczną oraz błąd 

standardowy średniej (SEM, ang. Standard Error of the Mean). Za istotną statystycznie różnicę 
przyjmowano poziom istotności p ≤ 0,05. Na rycinach zaznaczano trzy stopnie istotności: p < 

0,05 (jeden znak, np. *), p < 0,01 (dwa znaki, np. **), p < 0,001 (trzy znaki, np. ***). 
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4. Wyniki 

4.1. Wpływ 28-dniowej diety wysokosodowej na wybrane parametry 

fizjologiczne w badanych grupach zwierząt 

4.1.1. Masa ciała zwierząt 

W chwili rozpoczęcia doświadczenia (dzień „0”) masa ciała zwierząt w grupach 

SHAM-NS, SHAM-HS, UNX-NS i UNX-HS była zbliżona. Przez cztery tygodnie 

doświadczenia szczury we wszystkich grupach doświadczalnych przybierały na wadze 

podobnie (Ryc. 4). Przyrost masy ciała przez czas trwania doświadczenia w poszczególnych 

grupach był do siebie zbliżony (SHAM-NS, 108,8 ± 5,6 g; SHAM-HS, 109,5 ± 4,0 g; UNX-

NS, 107,3 ± 3,3 g; UNX-HS, 107,2 ± 4,8 g). 

 

 

Ryc. 4. Przyrost masy ciała w czasie trwania doświadczenia u zwierząt na diecie standardowej (NS) 
lub wysokosodowej (HS), poddanych nefrektomii (UNX) lub nefrektomii pozorowanej (SHAM). 
Krzywe przedstawiają średnią arytmetyczną ± SEM. Liczebność grup: SHAM-NS, n = 18; SHAM-HS, 
n = 21; UNX-NS, n = 20; UNX-HS, n = 21. 

 

4.1.2. Zmiany ciśnienia tętniczego krwi i stężenia sodu w osoczu 

W chwili rozpoczęcia doświadczenia (dzień „0”) grupy SHAM-NS, SHAM-HS, UNX-

NS i UNX-HS cechowały się porównywalnymi wartościami ciśnienia skurczowego (SBP), 

rozkurczowego (DBP) i średniego (MABP; Tab. 2, Tab. S1). W grupach SHAM-NS, SHAM-
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doświadczenia. W przeciwieństwie do nich, w grupie UNX-HS obserwowano istotny wzrost 

ciśnienia począwszy od dnia „7” (p < 0,001 zarówno dla SBP, DBP jak i MABP; Tab. 2). 
Począwszy od dnia „7” wartości ciśnień SBP, DBP i MABP w grupie UNX-HS były istotnie 

wyższe niż w pozostałych grupach (p < 0,0001 dla każdego z punktów pomiarowych, 

vs SHAM-NS, SHAM-HS i UNX-NS). Wartości ciśnień SBP, DBP i MABP w grupach SHAM-

NS, SHAM-HS i UNX-NS pozostawały zbliżone do siebie przez cały czas trwania 

doświadczenia (Tab. S1). 

Stężenie jonów sodu w osoczu, porównywalne dla czterech omawianych grup, 

pozostawało na stałym poziomie przez 28 dni trwania doświadczenia, nie przekraczając 

wartości fizjologicznych (Tab. 2). 

 
Tabela 2. Ciśnienie tętnicze i stężenie jonów sodu w osoczu w grupach  
SHAM-NS, SHAM-HS, UNX-NS, UNX-HS. SBP – ciśnienie skurczowe, DBP – ciśnienie 
rozkurczowe, MABP – ciśnienie średnie, PNa – stężenie jonów sodu w osoczu. Wartości przedstawiają 
średnią arytmetyczną ± SEM; *** vs dzień „0”, p < 0,001.  

                  

        SHAM-NS       
   n  0 7 14 21 28  

SBP [mmHg] 18  125,0 ± 1,3 128,0 ± 1,7 127,1 ± 1,8 126,1 ± 1,8 125,8 ± 1,3  

DBP [mmHg] 18  79,0 ± 1,5 81,6 ± 1,0 82,0 ± 1,7 80,0 ± 1,3 81,8 ± 1,2  

MABP [mmHg] 18  94,4 ± 1,2 96,5 ± 1,1 96,5 ± 1,6 95,4 ± 1,0 96,5 ± 1,0  

PNa [mM] 18  137,4 ± 0,7 137,0 ± 0,8 136,7 ± 0,8 137,6 ± 0,7 137,6 ± 0,8 
 

                  

        SHAM-HS       

   n  0 7 14 21 28  

SBP [mmHg] 21  126,5 ± 1,2 127,7 ±1,6 129,8 ± 1,6 129,5 ± 1,8 129,4 ± 2,0  

DBP [mmHg] 21  81,2 ± 1,0 82,1 ± 1,5 83,5 ± 1,5 82,4 ± 1,6 82,7 ± 1,6  

MABP [mmHg] 21  96,3 ± 0,9 97,3 ± 1,3 98,9 ± 1,4 98,0 ± 1,6 98,3 ± 1,7  

PNa [mM] 21  137,1 ± 0,6 137,6 ± 0,5 137,4 ± 0,7 137,9 ± 0,8 138,4 ± 0,7 
 

                  

         UNX-NS      

   n  0 7 14 21 28  

SBP [mmHg] 20  125,9 ± 0,9 126,6 ± 0,7 127,7 ± 0,9 127,6 ± 1,0 127,5 ± 0,8  

DBP [mmHg] 20  79,8 ± 0,8 80,1 ± 0,7 80,6 ± 0,9 79,6 ± 0,8 81,0 ± 0,6  

MABP [mmHg] 20  95,1 ± 0,7 95,6 ± 0,6 96,3 ± 0,7 95,5 ± 0,6 96,5 ± 0,6  

PNa [mM] 20  138,3 ± 0,6 137,5 ± 0,7 138,1 ± 0,7 137,8 ± 0,7 138,4 ± 0,8 
 

                  

         UNX-HS      

   n  0 7 14 21 28  

SBP [mmHg] 21  124,6 ± 0,8 140,5 ± 1,3 *** 151,7 ± 1,6 *** 163,0 ± 0,9 *** 165,3 ± 0,9 ***  

DBP [mmHg] 21  80,6 ± 0,8 88,5 ± 0,9 *** 93,1 ± 1,3 *** 96,9 ± 1,0 *** 99,1 ± 1,0 ***  

MABP [mmHg] 21  95,2 ± 0,6 105,8 ± 0,9 *** 112,6 ± 1,1 *** 119,0 ± 0,9 *** 121,1 ± 0,7 ***  

PNa [mM] 21  136,6 ± 0,5 137,5 ± 0,8 137,8 ± 0,8 138,8 ± 0,8 138,1 ± 0,7 
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4.1.3. Pomiary dobowe w klatkach metabolicznych: spożycie wody, diureza i natriureza  

Wartości dobowego spożycia wody, diurezy (tempa wydalania moczu) i natriurezy 

(tempa wydalania sodu z moczem) w czterech badanych grupach w dniu „0” były 

porównywalne. U zwierząt na diecie wysokosodowej (grupy SHAM-HS i UNX-HS) 

obserwowano podwyższone wartości tych trzech parametrów względem dnia „0” począwszy 

od dnia „7”; przez następnie dni pozostawały one stabilne do czasu zakończenia doświadczenia 

(dzień „28”). U zwierząt na diecie standardowej (SHAM-NS i UNX-NX) spożycie wody, 

diureza i natriureza były stabilne przez cały czas trwania doświadczenia, nie różniąc się od dnia 

„0” (Ryc. 5).  

Stężenie jonów sodu w osoczu nie zmieniało się w czasie trwania doświadczenia, 

pozostając na tym samym, fizjologicznym poziomie około 138 mM (Tab. 2). 

  

http://rcin.org.pl



60 

 

 

 

Ryc. 5. Wpływ dwudziestoośmiodniowej diety wysokosodowej i sodo-zależnego nadciśnienia 
tętniczego na mierzone dobowo: spożycie wody (A), diurezę (B) i natriurezę (C). Wartości liczbowe 
przedstawiają średnią arytmetyczną ± SEM. Pojedynczy symbol (*, #,  $) oznacza p < 0,05; podwójny 
symbol (**, ##) oznacza p < 0,01; potrójny symbol (***, ###) oznacza p < 0,001. * SHAM-HS 
vs SHAM-NS; # UNX-HS vs UNX-NS;  $ SHAM-HS vs UNX-HS. Liczebność grup: n = 3.  
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4.2. Wpływ wysokiej podaży sodu i sodo-zależnego nadciśnienia tętniczego 

na reaktywność izolowanych naczyń krwionośnych 

4.2.1. Odpowiedź na substancje naczyniozwężające 

Nefrektomia nie wywarła wpływu na  odpowiedź GMA i MCA na podanie AT1Ragon, 

lub ET-1. Krzywe dawka-odpowiedź były podobne u szczurów SHAM-NS i UNX-NS 

(Ryc. 6, 7). 

Natomiast 28-dniowa dieta wysokosodowa spowodowała zwiększenie wrażliwości 

GMA na substancje naczyniokurczące (Ryc. 6AB), pozostając w tym aspekcie bez wpływu 

na MCA (Ryc. 7AB). GMA, pobrana od zwierząt będących na diecie wysokosodowej (SHAM-

HS i UNX-HS), odpowiadała silniejszym skurczem na podanie AT1Ragon w porównaniu do grup 

kontrolnych (odpowiednio SHAM-NS i UNX-NS), począwszy od stężenia progowego 10-9 M 

(p < 0,05; Ryc. 6A). Co istotne, krzywe dawka-odpowiedź dla AT1Ragon w grupie szczurów 

na diecie wysokosodowej bez nadciśnienia (SHAM-HS) i z sodo-zależnym nadciśnieniem 

tętniczym (UNX-HS) nie różniły się przebiegiem (Ryc. 6A).  

Tak więc, zwiększenie skurczu GMA w odpowiedzi na pobudzenie receptora AT1, 

obserwowane po 3 tygodniach trwania sodo-zależnego nadciśnienia tętniczego (Tab. 2)  

jest spowodowane zwiększoną konsumpcją sodu, a nie niekorzystnym wpływem samego 

nadciśnienia. 

W przypadku odpowiedzi GMA na ET-1, niekorzystny wpływ zwiększonej podaży sodu 

został wzmocniony w grupie z sodo-zależnym nadciśnieniem (Ryc. 6B). Różnice w odpowiedzi 

pomiędzy grupą SHAM na diecie standardowej i SHAM na diecie wysokosodowej, świadczące 

o wpływie diety, pojawiły się po podaniu ET-1 w dawce  5 × 10-9 M. Skurcz GMA w odpowiedzi 

na tę dawkę był statystycznie istotnie większy w grupie SHAM-HS niż SHAM-NS 

(70,3 ± 1,6% vs 60,4 ± 1,6%; p < 0,05; Ryc. 6B). Podobnie było po zwiększeniu dawki ET-1. 

Ostatecznie, krzywe dawka-odpowiedź różniły się między sobą w zakresie tych wyższych 

stężeń, co sugeruje, że dieta wysokosodowa nasila skurcz GMA w odpowiedzi na wyższe dawki 

ET-1. Natomiast u szczurów z sodo-zależnym nadciśnieniem tętniczym UNX-HS 

obserwowano zwiększenie wrażliwości GMA na podanie ET-1 w porównaniu z grupą na diecie 

wysokosodowej SHAM-HS, ale bez sodo-zależnego nadciśnienia. Różnice w odpowiedzi 

występowały już po podaniu najmniejszej ze stosowanych dawek ET-1 (10-10 M) i były 

widoczne przy pięciokrotnym zwiększeniu dawki (Ryc. 6B). Skurcz GMA był silniejszy 

w grupie UNX-HS niż SHAM-HS (15,0 ± 1,2% vs 5,6 ± 1,3% dla dawki 10-10 M; 24,8 ± 1,8% 
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vs 15,1 ± 0,9% dla dawki 5 × 10-9 M; w obu przypadkach p < 0,01). W zakresie wyższych 

dawek różnice w skurczu GMA  pomiędzy UNX-HS i SHAM-HS zaniknęły.  

Ten addytywny efekt diety wysokosodowej i sodo-zależnego nadciśnienia w przypadku 

ET-1 jest niewidoczny przy porównaniu krzywych dawka-odpowiedź w grupach UNX-HS 

i UNX-NS. Z tego porównania wynika jedynie, i aż, że sodo-zależne nadciśnienie tętnicze 

zwiększa skurcz w odpowiedzi na podanie endoteliny-1, podobnie jak to widać w przypadku 

pobudzenia receptorów AT1 (Ryc. 6A) 

Krzywe dawka-odpowiedź dla obu substancji naczyniokurczących (AT1Ragon i  ET-1) 

w przypadku MCA nie różniły się między grupami (Ryc. 7). Tak więc, ani wysoka podaż sodu, 

ani trwające trzy tygodnie nadciśnienie tętnicze nie wywarły wpływu na siłę skurczu 

wywołanego przez te substancje. 
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Ryc. 6. Krzywe dawka-odpowiedź tętnicy GMA dla substancji naczyniokurczących: A. Agonisty 
receptora AT1 (AT1Ragon), B. Endoteliny-1 (ET-1). Odpowiedź przedstawiona jest jako zmiana 
procentowa względem wyjściowej średnicy naczynia. Wartości liczbowe przedstawiają średnią 
arytmetyczną ± SEM. Pojedynczy symbol (*, #) oznacza p < 0,05; podwójny symbol (##, $$) oznacza 
p < 0,01; potrójny symbol (***, ###) oznacza p < 0,001. * SHAM-HS vs SHAM-NS; # UNX-HS 
vs UNX-NS; $ SHAM-HS vs UNX-HS. Liczebność grup (A): n = 5. Liczebność grup (B): SHAM-NS, 
n = 5; SHAM-HS, n = 8; UNX-NS, n = 6; UNX-HS, n = 8. 
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Ryc. 7. Krzywe dawka-odpowiedź tętnicy MCA dla substancji naczyniokurczących: A. agonisty 
receptora AT1 (AT1Ragon), B. endoteliny-1 (ET-1). Odpowiedź przestawiona jest jako zmiana 
procentowa względem wyjściowej średnicy naczynia. Wartości przedstawiają średnią 
arytmetyczną ± SEM. Liczebność grup (A): SHAM-NS, n = 5; UNX-NS, n = 5; UNX-HS, n = 5; 
SHAM-HS, n = 6. Liczebność grup (B): SHAM-NS, n = 5; SHAM-HS, n = 8; UNX-NS, n = 5; UNX-
HS, n = 7.  
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4.2.2. Odpowiedź na śródbłonkozależne substancje naczyniorozszerzające 

Nefrektomia nie wywarła wpływu na odpowiedź GMA i MCA na podanie 

śródbłonkozależnych substancji naczyniorozszerzających, tj. ACh w przypadku GMA 

oraz ATP w przypadku MCA. Krzywe dawka-odpowiedź były podobne u szczurów SHAM-

NS i UNX-NS (Ryc. 8AB). 

Natomiast u zwierząt z sodo-zależnym nadciśnieniem tętniczym UNX-HS ta odpowiedź 
była wyraźnie upośledzona jedynie w przypadku MCA. Krzywa zależności dawka-odpowiedź 
była przesunięta w prawo, dawka progowa ATP była 5-krotnie wyższa (10-7 vs. 5 × 10-8 M)  

niż w pozostałych grupach, a odpowiedź na podanie najwyższej z badanych dawek ATP (10-6 

M) w grupie UNX-HS była ponad dwukrotnie mniejsza niż w grupie kontrolnej UNX-NS (18,2 

± 2,6% vs. 53,2 ± 3,6%; p < 0,001; Ryc. 8B). 
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Ryc. 8. Krzywe dawka-odpowiedź izolowanych naczyń tętniczych na podanie substancji 
naczyniorozszerzających. A. Odpowiedź tętnicy zaopatrującej mięsień smukły (GMA) na podanie 
acetylocholiny (ACh). B. Odpowiedź tętnicy środkowej mózgu (MCA) na podanie ATP. Odpowiedź 
przestawiona jest jako zmiana procentowa względem wyjściowej średnicy naczynia. Wartości liczbowe 
przedstawiają średnią arytmetyczną ± SEM. Pojedynczy symbol (#, $) oznacza p < 0,05; podwójny 
symbol (##) oznacza p < 0,01; potrójny symbol (###, $$$) oznacza p < 0,001. # UNX-HS vs UNX-NS; 
$ UNX-HS vs SHAM-HS. Liczebność grup (A): SHAM-NS, n = 5; SHAM-HS, n = 7; UNX-NS, n = 6; 
UNX-HS, n = 6. Liczebność grup (B): SHAM-NS, n = 6; SHAM-HS, n = 6; UNX-NS, n = 7; UNX-HS, 
n = 5.  
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4.2.3. Odpowiedź na zablokowanie syntazy tlenku azotu  

Podanie inhibitora syntazy NO, L-NAME (10-5 M) wywołało skurcz wszystkich 

badanych naczyń, niezależnie od typu naczynia (GMA i MCA), diety (NS i HS), czy masy 

nerek (UNX i SHAM). Odpowiedź GMA na podanie L-NAME była porównywalna między 

grupami otrzymującymi paszę standardową (SHAM-NS i UNX-NS); podobnie odpowiedź 
MCA na L-NAME była porównywalna między tymi grupami. Jednak zablokowanie syntezy 

NO powodowało istotnie mniejszy skurcz GMA i MCA w grupach na diecie HS. Odpowiedź 

GMA na L-NAME była niższa zarówno w grupie SHAM-HS (zmniejszenie średnicy naczynia 

o 7,0 ± 1,0%) vs 12,4 ± 1,0% w grupie SHAM-NS; p < 0,01), jak i UNX-HS (zmniejszenie 

średnicy naczynia o 6,5 ± 1,1 vs 12,2 ± 0,9% w grupie UNX-NS; p < 0,01; Ryc. 9A). Podobnie 

odpowiedź MCA na L-NAME była niższa zarówno w grupie SHAM-HS (zmniejszenie 

średnicy naczynia o 26,7 ± 2,4 vs 37,8 ± 1,0% w grupie SHAM-NS; p < 0,01), jak i UNX-HS 

(zmniejszenie średnicy naczynia o 21,5 ± 1,8 vs 35,7 ± 1,5% w grupie UNX-NS; p < 0,001; 
Ryc. 9B). 

  

Ryc. 9. Odpowiedź tętnicy GMA (A) i MCA (B) na podanie inhibitora syntazy tlenku azotu L-NAME. 
Słupki przedstawiają średnią arytmetyczną ± SEM. Podwójny symbol (**, ##) oznacza p < 0,01; 
potrójny symbol ( ###) oznacza p < 0,001. * vs SHAM-NS; # vs UNX-NS. Liczebność grup: n = 5-6.  
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istotnie mniejszy niż w przypadku MCA; podanie L-NAME spowodowało zmniejszenie 

średnicy GMA w grupie SHAM-NS o 12,4 ± 1,0%, natomiast w przypadku MCA obserwowano 

zmniejszenie średnicy o 37,8 ± 1,0% (p < 0,05). 

4.3. Analiza osocza zwierząt z na diecie wysokosodowej i z sodo-zależnym 

nadciśnieniem tętniczym 

4.3.1. Pomiar stężenia wybranych substancji czynnych  

Nefrektomia nie wpłynęła na poziom Ang II w osoczu u szczurów na diecie 

standardowej. Po 28 dniach trwania diety wynosił on 0,27 ± 0,02 ng/ml i  0,28 ± 0,04 ng/ml, 

odpowiednio w grupie SHAM-NS i  UNX-NS (Ryc. 10).  

Natomiast stężenie Ang II w osoczu w tym samym momencie trwania doświadczenia, 

było niższe u szczurów na diecie wysokosodowej niż u szczurów na diecie standardowej, 

zarówno u zwierząt z nefrektomią (0,14 ± 0,02 u UNX-HS vs 0,28 ± 0,04 ng/ml u  UNX-NS; 
p < 0,05), jak i nefrektomią pozorowaną (0,16 ± 0,02 u SHAM-HS vs 0,27 ± 0,02 ng/ml 

u SHAM-NS; p < 0,05; Ryc. 10).  

 

 

 

Ryc. 10. Porównanie stężenia angiotensyny II (Ang II) w osoczu po 28 dniach diety wysokosodowej 
(HS) lub standardowej (NS) u zwierząt z nefrektomią (UNX) lub nefrektomią pozorowaną (SHAM). 
Słupki przedstawiają średnią arytmetyczną ± SEM. * lub # p < 0,05. * vs SHAM-NS; # vs UNX-NS. 
Liczebność grup: n = 5. 
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Podobnie, szczury na diecie wysokosodowej cechowały się niższym poziomem stężenia 

produktów rozkładu NO (azotynów) niż szczury na diecie standardowej, zarówno w przypadku 

grup z nefrektomią (124 ± 9 nM w grupie UNX-HS vs 204 ± 27 nM w grupie UNX-NS; 
p < 0,01), jak i nefrektomią pozorowaną (139 ± 13 nM w grupie UNX-HS vs 210 ± 11 nM 

w grupie SHAM-HS; p < 0,05; Ryc. 11).  

Należy podkreślić, że sama nefrektomia, podobnie jak w przypadku Ang II,  

nie spowodowała zmiany stężenia azotynów w osoczu. 

 

 

Ryc. 11. Porównanie stężenia produktów rozpadu NO (azotynów) w osoczu po 28 dniach diety 
wysokosodowej (HS) lub standardowej (NS) u zwierząt z nefrektomią (UNX) lub nefrektomią 
pozorowaną (SHAM). Słupki przedstawiają średnią arytmetyczną ± SEM. Symbole * i  # oznaczają 
p < 0,05; * vs SHAM-NS; # vs UNX-NS. Liczebność grup: n = 7.  
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Stężenie endogennego inhibitora syntaz NO (ADMA) w osoczu po 28 dniach diety 

wysokosodowej było porównywalne w czterech badanych grupach zwierząt w testach 

wykonanych za pomocą analizy wariancji (Ryc. 12). Natomiast w teście t-Studenta, 

zastosowanym w celu odpowiedzi na pytanie czy dieta wysokosodowa per se wywiera wpływ 

na poziom ADMA w osoczu uzyskano wynik statystycznie istotny, wskazujący na to, że u 

zwierząt z pozorowaną nefrektomią 28-dniowa dieta wysokosodowa prowadzi do obniżenia 

stężenia ADMA w osoczu. W osoczu szczurów grupy SHAM-NS wynosiło ono 0,45 ± 0,02 

µM, a w grupie SHAM-HS 0,38 ± 0,02 µM (p < 0,05). 

 

 

Ryc. 12. Porównanie stężenia endogennego inhibitora syntaz NO (ADMA) w osoczu po 28 dniach diety 
wysokosodowej (HS) lub standardowej (NS) u zwierząt z nefrektomią (UNX) lub nefrektomią 
pozorowaną (SHAM). Słupki przedstawiają średnią arytmetyczną ± SEM. * vs SHAM-NS, p < 0,05. 
Liczebność grup: n = 4.  
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4.3.2. Pomiar stężenia wybranych wskaźników uszkodzenia glikokaliksu i toksycznych 
metabolitów bakterii jelitowych 

Stężenie syndekanu-1, wskaźnika uszkodzenia śródbłonkowej warstwy glikokaliksu, 

mierzone w osoczu po 28 dniach diety, było statystycznie istotnie wyższe we wszystkich 

grupach w porównaniu z grupą kontrolną SHAM-NS (p < 0,05; Ryc. 13). W grupie szczurów 

SHAM-HS było ono ponad trzykrotnie wyższe niż w grupie kontrolnej SHAM-NS (0,95 ± 0,22 

ng/ml vs 0,29 ± 0,06 ng/ml, p < 0,05). Uwagę zwraca podobnie duży poziom tego wskaźnika 

w grupie kontrolnej UNX-NS (0,90 ± 0,18 ng/ml), sugerujący, że jednostronna nefrektomia 

przeprowadzona 4 tygodnie wcześniej naruszyła strukturę glikokaliksu.  

 

 

Ryc. 13. Porównanie stężenia wskaźnika uszkodzenia glikokaliksu śródbłonka, syndekanu-1 (SDC-1) 
w osoczu po 28 dniach diety wysokosodowej (HS) lub standardowej (NS) u zwierząt z nefrektomią 
(UNX) lub nefrektomią pozorowaną (SHAM). Słupki przedstawiają średnią arytmetyczną ± SEM. 
Symbol * oznacza p < 0,05. * vs SHAM-NS. Liczebność grup: SHAM-NS, n = 9; SHAM-HS, n = 9; 
UNX-NS, n = 10; UNX-HS, n = 10. 
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Stężenie w osoczu trimetyloaminy (TMA), metabolitu bakterii jelitowych, będącej 

wskaźnikiem upośledzenia bariery jelito-krew, jakie może nastąpić w wyniku wysokiej podaży 

sodu w diecie, po 28 dniach doświadczenia było porównywalne w czterech badanych grupach, 

z wyraźną tendencją do wzrostu w grupie szczurów na diecie wysokosodowej z nefrektomią  
SHAM-HS (Ryc. 14A). Z kolei stężenie tlenku trimetyloaminy (TMAO), pochodnej TMA 

powstającej w wątrobie, było istotnie wyższe w grupie UNX-NS (grupa kontrolna 2) niż 
w grupie SHAM-NS (grupa kontrolna 1) oraz w pozostałych dwóch grupach, z tendencją 
do wzrostu w grupie szczurów na diecie wysokosodowej z nefrektomią pozorowaną SHAM-

HS (Ryc. 14B), podobnie jak w przypadku TMA. 

 

 
Ryc. 14. Zmiany stężenia trimetyloaminy (TMA) i tlenku trimetyloaminy (TMAO) w osoczu po 28 
dniach diety wysokosodowej (HS) lub standardowej (NS) u zwierząt z nefrektomią (UNX) lub 
nefrektomią pozorowaną (SHAM). Słupki przedstawiają średnią arytmetyczną ± SEM. ** vs SHAM-
NS, p < 0,01. Liczebność grup: n = 4.  
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4.4. Odpowiedź zwierząt z sodo-zależnym nadciśnieniem tętniczym 

na przewlekłe podawanie enalaprilu lub chymostatyny 

4.4.1. Zmiany masy ciała 

Masa ciała zwierząt otrzymujących przez 14 dni enalapril lub chymostatynę 

pozostawała zbliżona do masy ciała zwierząt kontrolnych  UNX-HS (Tab. 3). 

Tabela 3. Przyrost masy ciała zwierząt poddawanych leczeniu enalaprilem (Enal) lub chymostatyną (Chym) 
podczas całego czasu trwania diety wysokosodowej (HS, 28 dni) oraz podczas okresu leczenia (dni 14-28). 
 
 

    

Grupa n 
Przyrost masy ciała [g] 
Dni 0-28 Dni 14-28 

UNX-NS 20 107,3 ± 3,3 55,2 ± 2,0 
UNX-HS 21 107,2 ± 4,8 51,0 ± 4,3 
    

UNX-HS + Enal 5 mg/kg 7 99,9 ± 4,4 50,9 ± 4,6 
UNX-HS + Enal 10 mg/kg 6 95,6 ± 8,0 34,1 ± 6,0 
UNX-HS + Enal 20 mg/kg 7 100,1 ± 3,7 42,3 ± 3,7 
    

UNX-HS + Chym 1 mg/kg 6 100,5 ± 3,0 40,0 ± 3,4 
UNX-HS + Chym 2 mg/kg 6 101,0 ± 6,0 40,8 ± 5,4 
UNX-HS + Chym 4 mg/kg 6 107,3 ± 3,3 50,0 ± 3,4 
    

 

4.4.2. Zmiany ciśnienia tętniczego i stężenia sodu w osoczu 

Ciśnienie skurczowe (SBP) 

Podawanie enalaprilu w dawkach 5, 10 i 20 mg/kg nie powodowało obniżenia SBP 

względem dnia „14” (dzień rozpoczęcia leczenia). Przy dawce 5 mg/kg obserwowano dalszy 

wzrost SBP, a przy dawkach 10 i 20 mg/kg zahamowanie wzrostu (stabilizację wartości SBP). 

Podawanie enalaprilu w dawce 40 mg/kg przez 14 dni obniżało SBP o średnio 15,9 ± 4,0 mmHg 

(dzień „28” vs „14”; Tab. 4, 6).  

Podawanie chymostatyny w dawce 1 mg/kg nie powodowało obniżenia SBP względem 

dnia „14”. Po podaniu chymostatyny w dawce 2 mg/kg obserwowano trend spadkowy w SBP. 

Podawanie chymostatyny w dawkach 4 i 6 mg/kg powodowało istotne obniżenie SBP 

względem wartości w dniu „14” zarówno w dniu „21” (odpowiednio: -9,3 ± 1,8 i -13,9 ± 3,6 

mmHg), jak i „28” (odpowiednio: -17,9 ± 1,6 i -17,8 ± 1,5 mmHg; Tab. 5, 6). 

Ciśnienie skurczowe (SBP) było niższe u szczurów, którym podawano enalapril 

niż u szczurów UNX-HS w dniu „28” dla najniższej dawki (5 mg/kg), a dla trzech wyższych 

dawek w dniach „21” i „28”, jednakże nadal pozostawało wyższe niż u szczurów UNX-NS 
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(Tab. S2). Podobny efekt obserwowano u szczurów, które otrzymywały chymostatyną; SBP 

było u nich niższe niż u szczurów UNX-HS w dniu „28” dla najniższej dawki (1 mg/kg), a dla 

trzech wyższych dawek w dniach „21” i „28”, jednakże nadal pozostawało wyższe niż u 

szczurów UNX-NS (Tab. S2). 

Tabela 4. Ciśnienie tętnicze krwi i stężenie jonów sodu w osoczu u szczurów otrzymujących enalapril 
w jednej z czterech dawek: 5, 10, 20 lub 40 mg/kg. Podawanie leku rozpoczynało się w dniu „14” 
po zakończeniu pomiarów ciśnienia i PNa. SBP – ciśnienie skurczowe, DBP – ciśnienie rozkurczowe, 
MABP – ciśnienie średnie, PNa – stężenie jonów sodu w osoczu, b. d. – brak danych. Wartości 
przedstawiają średnią arytmetyczną ± SEM; Jeden symbol (*, #) oznacza p < 0,05; dwa symbole (**) 
oznaczają p < 0,01; trzy symbole (***) oznaczają p < 0,001, * vs dzień „0”, # vs dzień „14”. 

                 

      UNX-HS + Enal 5 mg/kg   
   n  0 7 14 21 28 

SBP [mmHg] 7  122,3 ± 1,1 143,6 ± 1,2*** 152,8 ± 0,5*** 159,5 ± 1,2*** # 161,7 ± 0,8*** # 

DBP [mmHg] 7  79,2 ± 0,7 86,8 ± 0,5*** 90,8 ± 0,7*** 89,7 ± 0,8*** 87,6 ± 1,3** 

MABP [mmHg] 7  93,6 ± 0,7 105,7 ± 0,7*** 111,5 ± 0,4*** 113,0 ± 0,4*** 112,3 ± 0,8*** 

PNa [mM]  7  138,3 ± 1,7 137,8 ± 1,2 138,3 ± 1,5 138,4 ± 1,2 138,1 ± 0,9 
                 

       UNX-HS + Enal 10 mg/kg   

   n  0 7 14 21 28 

SBP [mmHg] 6  122,5 ± 1,3 140,5 ± 3,1** 152,7 ± 1,1*** 156,1 ± 1,6*** 155,4 ± 0,9*** 

DBP [mmHg] 6  80,5 ± 1,1 87,0 ± 0,7** 90,3 ± 1,1** 85,1 ± 1,2* 75,7 ± 1,1* # 

MABP [mmHg] 6  94,5 ± 0,9 104,7 ± 1,0** 111,1 ± 1,0*** 108,8 ± 1,0*** 102,2 ± 0,9** # 

PNa [mM]  6  137,8 ± 1,4 137,0 ± 1,0 137,7 ± 1,1 138,3 ± 0,9 137,8 ± 1,4 
                 

       UNX-HS + Enal 20 mg/kg   

   n  0 7 14 21 28 

SBP [mmHg] 7  123,9 ± 1,4 142,5 ± 1,2*** 152,6 ± 0,8*** 153,9 ± 1,3*** 151,6 ± 1,2*** 

DBP [mmHg] 7  80,4 ± 0,7 87,3 ± 0,6*** 91,2 ± 0,5*** 83,9 ± 0,7*** # 75,3 ± 0,9*** # 

MABP [mmHg] 7  94,9 ± 0,8 105,7 ± 0,7*** 111,7 ± 0,4*** 107,3 ± 0,6*** # 100,8 ± 0,7*** # 

PNa [mM]  7  138,4 ± 1,0 137,9 ± 1,2 137,9 ± 1,1 138,0 ± 1,4 138,1 ± 1,1 
                 

       UNX-HS + Enal 40 mg/kg   

   n  0 7 14 21 28 

SBP [mmHg] 6  140,8 ± 1,9 138,3 ± 7,5 157,0 ± 3,3** 148,5 ± 3,1 141,1 ± 1,9 # 

DBP [mmHg] 6  99,8 ± 2,8 90,8 ± 3,5 96,6 ± 2,6 97,0 ± 3,4 91,3 ± 1,7* 

MABP [mmHg] 6  113,3 ± 2,1 106,6 ± 3,0 116,7 ± 1,6 114,2 ± 2,7 107,9 ± 1,7 # 

PNa [mM]  6  b. d. b. d. b. d. b. d. b. d. 
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Tabela 5. Ciśnienie tętnicze krwi i stężenie jonów sodu w osoczu u szczurów otrzymujących 
chymostatynę w jednej z czterech dawek: 1, 2, 4 lub 6 mg/kg. Podawanie chymostatyny rozpoczynało 
się w dniu „14” po zakończeniu pomiarów ciśnienia i PNa. SBP – ciśnienie skurczowe, DBP – ciśnienie 
rozkurczowe, MABP – ciśnienie średnie, PNa – stężenie jonów sodu w osoczu, b. d. – brak danych. 
Wartości przedstawiają średnią arytmetyczną ± SEM; Jeden symbol (*, #) oznacza p < 0,05; dwa 
symbole (**) oznaczają p < 0,01; trzy symbole (***) oznaczają p < 0,001, * vs dzień „0”, # vs dzień 
„14”. 

                  

      UNX-HS + Chym 1 mg/kg   
   n  0 7 14 21 28 

SBP [mmHg] 6  122,5 ± 0,7 141,4 ± 0,8*** 152,9 ± 0,8*** 159,3 ± 1,0*** # 155,4 ± 1,0*** 

DBP [mmHg] 6  77,8 ± 0,7 86,8 ± 0,5*** 91,5 ± 0,5*** 92,7 ± 0,8*** 85,8 ± 0,5*** # 

MABP [mmHg] 6  92,7 ± 0,6 105,0 ± 0,2*** 112,0 ± 0,3*** 114,9 ± 0,5*** # 109,0 ± 0,5*** # 

PNa [mM]  6  137,9 ± 0,9 137,7 ± 1,0 138,3 ± 1,1 137,2 ± 0,7 137,4 ± 0,7 
                  

       UNX-HS + Chym 2 mg/kg   

   n  0 7 14 21 28 

SBP [mmHg] 6  122,5 ± 0,7 138,8 ± 0,7*** 150,8 ± 0,9*** 144,6 ± 3,6**  135,7 ± 4,5** 

DBP [mmHg] 6  78,8 ± 0,8 88,6 ± 0,7*** 91,9 ± 0,9*** 89,8 ± 2,0** 69,6 ± 1,2** # 

MABP [mmHg] 6  93,4 ± 0,6 105,3 ± 0,4*** 111,5 ± 0,8*** 108,1 ± 2,0** 91,6 ± 1,2 # 

PNa [mM]  6  137,8 ± 0,6 137,7 ± 0,9 138,7 ± 0,9 137,9 ± 0,9 138,6 ± 1,0 
                  

        UNX-HS + Chym 4 mg/kg   

   n  0 7 14 21 28 

SBP [mmHg] 6  123,0 ± 0,4 142,1 ± 1,4*** 152,1 ± 0,6*** 142,8 ± 1,5*** # 134,2 ± 1,5** # 

DBP [mmHg] 6  78,0 ± 0,7 88,9 ± 0,7*** 92,5 ± 0,9*** 85,7 ± 0,6*** # 70,6 ± 0,7** # 

MABP [mmHg] 6  93,0 ± 0,5 106,.6 ± 0,6*** 112,3 ± 0,7*** 104,9 ± 0,7*** # 91,6 ± 0,6 # 

PNa [mM]  6  138,0 ± 1,0 137,8 ± 0,8 138,4 ± 1,0 138,5 ± 1,2 138,6 ± 0,8 
                  

        UNX-HS + Chym 6 mg/kg   

   n  0 7 14 21 28 

SBP [mmHg] 4  130,2 ± 4,8 137,1 ± 2,6 154,5 ± 2,1** 140,8 ± 5,2 # 136,8 ± 2,1 # 

DBP [mmHg] 4  86,5 ± 5,0 89,5 ± 1,3 105,6 ± 1,9* 93,3 ± 4,7 # 93,5 ± 2,3 # 

MABP [mmHg] 4  101,2 ± 4,6 105,4 ± 1,1 121,9 ± 1,7* 109,2 ± 4,7 # 107,9 ± 2,0 # 

PNa [mM]  4  b. d. b. d. b. d. b. d. b. d. 
                  

 

Ciśnienie rozkurczowe (DBP) 

Podawanie enalaprilu w dawkach 5 i 40 mg/kg nie powodowało obniżenia DBP 

względem dnia „14”. U szczurów przyjmujących dawkę 10 mg/kg obserwowano obniżenie 

DBP w dniu „28”, a u szczurów przyjmujących dawkę 20 mg/kg – w dniach „21” i „28”. 

Po czternastu dniach podawania enalaprilu w dawce 10 i 20 mg/kg obserwowano obniżenie 

DBP odpowiednio o 14,6 ± 2,0 i 16,0 ± 1,2 mmHg (Tab. 4, 6). Podawanie chymostatyny 

w dawkach 1 i 2 mg/kg powodowało obniżenie DBP w dniu „28”, zaś w dawkach 4 i 6 mg/kg 

– w dniach „21” i „28” (Tab. 5, 6). 
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Ciśnienie rozkurczowe (DBP) było niższe u szczurów, które otrzymywały enalapril 

niż u szczurów UNX-HS w dniach „21” i „28” dla dawek 5, 10 i 20 mg/kg (dla dawki 40 mg/kg 

tylko w dniu „28”), jednakże nadal pozostawało wyższe niż u szczurów UNX-NS (Tab. S3). 

Podobny efekt obserwowano u szczurów otrzymujących chymostatyną; DBP było u nich niższe 
niż u szczurów UNX-HS w dniach „21” i „28” dla wszystkich dawek, w tym dla dawek 1, 2, 4 

mg/kg istotnie niższe (Tab. S3). 

Tabela 6. Zmiana wielkości SBP i DBP u szczurów przyjmujących enalapril lub chymostatynę 
w czterech różnych dawkach. Porównanie efektu siedmiodniowego (kolumna: Dzień „21” vs „14”) 
i czternastodniowego (kolumna: Dzień „28” vs „14”) podawania inhibitorów. 

      

Grupa n 
Zmiana SBP [mmHg] Zmiana DBP [mmHg] 
Dzień  

„21” vs „14” 
Dzień  

„28” vs „14” 
Dzień  

„21” vs „14”  
Dzień  

„28” vs „14”  
UNX-HS 21 11,3 ± 2,0 13,5 ± 1,9 3,9 ± 1,5 6,0 ± 1,6 
      

UNX-HS + Enal 5 mg/kg 7 6,7 ± 1,3 8,8 ± 1,2 -1,1 ± 1,1 -3,2 ± 1,5 
UNX-HS + Enal 10 mg/kg 6 3,4 ± 1,7 2,7 ± 1,7 -5,2 ± 2,2 -14,6 ± 2,0 
UNX-HS + Enal 20 mg/kg 7 1,1 ± 1,1 -2,0 ± 1,8 -7,3 ± 0,6 -15,9 ± 1,0 
UNX-HS + Enal 40 mg/kg 6 -8,5 ± 5,7 -15,9 ± 4,0 0,4 ± 4,2 -5,3 ± 4,0 
      

UNX-HS + Chym 1 mg/kg 6 6,4 ± 1,0 2,5 ± 1,0 1,1 ± 1,0 -5,7 ± 0,7 
UNX-HS + Chym 2 mg/kg 6 -6,1 ± 3,2 -15,1 ± 4,3 -2,0 ± 2,7 -22,2 ± 1,9 
UNX-HS + Chym 4 mg/kg 6 -9,3 ± 1,8 -17,9 ± 1,6 -6,7 ± 1,3 -21,8 ± 0,9 
UNX-HS + Chym 6 mg/kg 4 -13,7 ± 3,6 -17,8 ± 1,5 -8,2 ± 3,7 -8,1 ± 2,6 
      

 

Wpływ na stężenie jonów sodu w osoczu 

Zarówno podawanie enalaprilu, jak i chymostatyny, nie spowodowało zmian w stężeniu 

jonów sodu w osoczu. Wartość PNa pozostawała stała przez czas prowadzenia doświadczenia  

i była porównywalna do wartości obserwowanych w grupie UNX-HS (Tab. 4, 6). 

4.4.3. Porównanie  hipotensyjnej skuteczności enalaprilu i chymostatyny  

Skuteczność hipotensyjną oceniano przez wyznaczenie IC50 dla każdej substancji 

przy wykorzystaniu programu GraphPad Prism. Wykresy wygenerowane przez ten program 

przedstawia Ryc. 15. Ze względu na to, że na osi y przedstawione są logarytmy dziesiętne 

dawek, a  jedna z dawek chymostatyny wynosiła 1,0  mg/kg (tzn. 0 po zlogarytmowaniu) trzeba 

było dokonać przeliczenia wszystkich dawek na g/dkg. Program wygenerował wartości 

liczbowe IC50 w g/dkg (Ryc. 15). Te wartości zostały przeliczone znowu, zgodnie z układem 

SI, na mg/kg. 

Ostatecznie wartość IC50 wynosi 3,512 mg/kg dla enalaprilu oraz 0,930 mg/kg 

dla chymostatyny. To wskazuje na przewagę hipotensyjnej skuteczności chymostatyny 

nad enalaprilem w użytym modelu sodo-zależnego nadciśnienia tętniczego. 

http://rcin.org.pl



77 

 

Ryc. 15. Krzywe zależności dawka-odpowiedź dla odpowiedzi ciśnienia rozkurczowego (DBP) 
na podawanie enalaprilu (A) lub chymostatyny (B), wygenerowane przez program GraphPad Prism. 
Krzywą sporządzono dla wartości DBP z 28 dnia doświadczenia. Liczebność zwierząt: enalapril, n = 26; 
chymostatyna, n = 22.  

 

4.5. Wpływ enalaprilu i chymostatyny na reaktywność izolowanych naczyń 

krwionośnych w sodo-zależnym nadciśnieniu tętniczym  

4.5.1. Odpowiedź GMA na podanie naczyniokurczącego agonisty receptora AT1 

W grupie szczurów UNX-HS otrzymujących enalapril nie zaobserwowano poprawy 

odpowiedzi na podanie AT1Ragon (Ryc. 16A). Natomiast w grupie UNX-HS otrzymującej 

chymostatynę odnotowano normalizację odpowiedzi GMA na podanie AT1Ragon. Normalizację 
tę obserwowano począwszy od dawki 2 mg/kg (Ryc. 16B).  
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Ryc. 16. Odpowiedź GMA na podanie AT1Ragon u zwierząt z sodo-zależnym nadciśnieniem tętniczym, 
którym podawano enalapril (A) lub chymostatynę (B) w trzech różnych dawkach. Krzywe przedstawiają 
średnią arytmetyczną ± SEM. Pojedynczy symbol (#,† , ‡) oznacza p < 0,05; podwójny symbol (**, ##, 
$$) oznacza p < 0,01; potrójny symbol (***, $$$) oznacza p < 0,001. Wszystkie zaznaczone istotności 
są porównaniami z  UNX-NS: * UNX-HS; # UNX-HS+Chym 1 mg/kg; $ UNX-HS+Enal 5 mg/kg; 
† UNX-HS+Enal 10 mg/kg; ‡ UNX-HS+Enal 20 mg/kg. Liczebność grup: n = 5. 
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4.5.2. Odpowiedź MCA na podanie śródbłonkozależnego naczyniorozszerzającego ATP 

Odpowiedź MCA na podanie ATP została przywrócona zarówno u szczurów UNX-HS 

otrzymujących enalapril (Ryc. 17A), jak i chymostatynę (Ryc. 17B). Normalizację wykazano 

dla wszystkich zastosowanych dawek enalaprilu i chymostatyny (Ryc. 17). 

 

 

 

Ryc. 17. Odpowiedź MCA na podanie ATP u zwierząt z sodozależnym nadciśnieniem tętniczym 
leczonych enalaprilem (A) lub chymostatyną (B) w trzech różnych dawkach. Krzywe przedstawiają 
średnią arytmetyczną ± SEM. *** p < 0,001, UNX-HS vs UNX-NS. Liczebność grup: n = 5-6. 
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4.5.3. Odpowiedź GMA i MCA na zablokowanie syntazy tlenku azotu 

Czternastodniowe podawanie enalaprilu lub chymostatyny nie spowodowało poprawy 

odpowiedzi naczyń na zahamowanie syntezy NO przez L-NAME. Zarówno odpowiedź GMA, 

jak i MCA pozostawała zmniejszona względem odpowiedzi naczyń pobranych z grupy UNX-

NS (Ryc. 18). 

 

 

Ryc. 18. Odpowiedź tętnic GMA (A,B) i MCA (C,D) na podanie inhibitora syntazy tlenku azotu L-
NAME u zwierząt z sodo-zależnym nadciśnieniem tętniczym leczonych enalaprilem (A,C) 
lub chymostatyną (B,D) podawanych w trzech różnych dawkach. Krzywe przedstawiają średnią 
arytmetyczną ± SEM. * p < 0,0, ** p < 0,01, *** p < 0,001, vs UNX-NS.  Liczebność grup: n = 5-6. 
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4.6. Analiza osocza zwierząt z sodo-zależnym nadciśnieniem tętniczym 

otrzymuj ących enalapril lub chymostatynę 
4.6.1. Pomiar stężenia metabolitów NO  

Pomiar stężenia metabolitów NO w osoczu po 28 dniach diety u zwierząt, którym 

podawano enalapril lub chymostatynę nie wykazał statystycznie istotnych różnic między 

grupami (Ryc. 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ryc. 19. Porównanie stężenia azotynów w osoczu u zwierząt leczonych enalaprilem (A) 
lub chymostatyną  (B). Słupki przedstawiają średnią arytmetyczną ± SEM. Liczebność grup: UNX-NS, 
UNX-HS  n = 7, UNX-HS+Chym 1 mg/kg, UNX-HS+Chym 2 mg/kg, UNX-HS+Chym 4 mg/kg, UNX-
HS+Enal 5 mg/kg, UNX-HS+Enal 10 mg/kg, UNX-HS+Enal 20 mg/kg n = 5.  
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4.7. Suplement 

W suplemencie zgromadzono porównania statystyczne opisujące rozwój sodo-zależnego 
nadciśnienia tętniczego oraz efektywność enalaprilu i chymostatyny w obniżaniu ciśnienia krwi. 

Tabela S1. Wartości prawdopodobieństwa p dla porównań ciśnienia tętniczego krwi (SBP, DBP, 
MABP) dla szczurów na diecie standardowej (NS) lub wysokosodowej (HS) z nefrektomią (UNX) 
lub nefrektomią pozorowaną (SHAM) w kolejnych dniach trwania doświadczenia chronicznego. Mann-
Whitney. Wartości p < 0,05 pogrubiono. 

      

SBP 
Dzień doświadczenia 

0 7 14 21 28 
SHAM-NS vs SHAM-HS 0,4977 0,8396 0,5070 0,1621 0,2710 
SHAM-NS vs UNX-NS 0,5283 0,8794 0,8001 0,1064 0,1551 
SHAM-HS vs UNX-NS 0,8312 0,9126 0,5653 0,9539 0,9126 
SHAM-NS vs UNX-HS 0,9944 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 
SHAM-HS vs UNX-HS 0,2631 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 
UNX-NS vs UNX-HS 0,2353 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 
      

DBP 
Dzień doświadczenia 

0 7 14 21 28 
SHAM-NS vs SHAM-HS 0,2584 0,8943 0,8070 0,6004 0,7426 
SHAM-NS vs UNX-NS 0,9827 0,2476 0,1311 0,5386 0,9481 
SHAM-HS vs UNX-NS 0,1227 0,2730 0,0964 0,2969 0,5564 
SHAM-NS vs UNX-HS 0,5912 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 
SHAM-HS vs UNX-HS 0,4653 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 
UNX-NS vs UNX-HS 0,7617 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 
      

MABP 
Dzień doświadczenia 

0 7 14 21 28 
SHAM-NS vs SHAM-HS 0,1224 0,1224 0,4713 0,4798 0,7639 
SHAM-NS vs UNX-NS 0,4131 0,6384 0,3727 0,8002 0,9712 
SHAM-HS vs UNX-NS 0,2560 0,5912 0,1874 0,4339 >0,9999 
SHAM-NS vs UNX-HS 0,4140 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 
SHAM-HS vs UNX-HS 0,2847 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 
UNX-NS vs UNX-HS 0,6938 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 
      

 

 
Tabela S2. Wartości prawdopodobieństwa p dla porównań ciśnienia skurczowego (SBP) szczurów 
otrzymujących enalapril lub chymostatynę w jednej z czterech dawek z grupami UNX-NS i UNX-HS 
w kolejnych dniach trwania doświadczenia chronicznego. Mann-Whitney. Wartości p < 0,05 
pogrubiono. 

      

SBP (Enalapril) 
vs UNX-NS 

Dzień doświadczenia 
0 7 14 21 28 

UNX-HS + Enal 5 mg/kg 0,0270 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 
UNX-HS + Enal 10 mg/kg 0,0548 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 
UNX-HS + Enal 20 mg/kg 0,3473 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 
UNX-HS + Enal 40 mg/kg <0,0001 0,1520 <0,0001 <0,0001 <0,0001 
      

SBP (Enalapril) 
vs UNX-HS 

Dzień doświadczenia 
0 7 14 21 28 

UNX-HS + Enal 5 mg/kg 0,2897 0,1756 0,9484 0,0979 0,0375 
UNX-HS + Enal 10 mg/kg 0,3092 0,9653 0,8761 0,0012 <0,0001 
UNX-HS + Enal 20 mg/kg 0,6310 0,2659 0,9280 <0,0001 <0,0001 
UNX-HS + Enal 40 mg/kg <0,0001 0,1281 0,1796 0,0002 <0,0001 
      

http://rcin.org.pl



83 

SBP (Chymostatyna) 
vs UNX-NS 

Dzień doświadczenia 
0 7 14 21 28 

UNX-HS + Chym 1 mg/kg 0,0598 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 
UNX-HS + Chym 2 mg/kg 0,0795 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0854 
UNX-HS + Chym 4 mg/kg 0,1182 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0018 
UNX-HS + Chym 6 mg/kg 0,3973 0,0013 0,0002 0,0008 0,0003 
      

SBP (Chymostatyna) 
vs UNX-HS 

Dzień doświadczenia 
0 7 14 21 28 

UNX-HS + Chym 1 mg/kg 0,3095 0,7431 0,7657 0,0825 <0,0001 
UNX-HS + Chym 2 mg/kg 0,2215 0,3518 0,6593 <0,0001 <0,0001 
UNX-HS + Chym 4 mg/kg 0,3379 0,467 0,8311 <0,0001 <0,0001 
UNX-HS + Chym 6 mg/kg 0,2577 0,2692 0,5809 0,0003 0,0002 
      

 
 
Tabela S3. Wartości prawdopodobieństwa p dla porównań ciśnienia rozkurczowego (DBP) szczurów 
otrzymujących enalapril lub chymostatynę w jednej z czterech dawek z grupami UNX-NS i UNX-HS 
w kolejnych dniach trwania doświadczenia chronicznego. Mann-Whitney. Wartości p < 0,05 
pogrubiono. 

      

DBP (Enalapril) 
vs UNX-NS 

Dzień doświadczenia 
0 7 14 21 28 

UNX-HS + Enal 5 mg/kg 0,5991 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0004 
UNX-HS + Enal 10 mg/kg 0,5251 <0,0001 <0,0001 0,0027 0,0004 
UNX-HS + Enal 20 mg/kg 0,5598 <0,0001 <0,0001 0,0020 <0,0001 
UNX-HS + Enal 40 mg/kg <0,0001 0,0036 <0,0001 <0,0001 <0,0001 
      

DBP (Enalapril) 
vs UNX-HS 

Dzień doświadczenia 
0 7 14 21 28 

UNX-HS + Enal 5 mg/kg 0,3017 0,3135 0,4580 0,0002 <0,0001 
UNX-HS + Enal 10 mg/kg 0,9435 0,3987 0,2816 <0,0001 <0,0001 
UNX-HS + Enal 20 mg/kg 0,8256 0,5407 0,4731 <0,0001 <0,0001 
UNX-HS + Enal 40 mg/kg <0,0001 0,4490 0,1996 0,8093 0,0006 
      

DBP (Chymostatyna) 
vs UNX-NS 

Dzień doświadczenia 
0 7 14 21 28 

UNX-HS + Chym 1 mg/kg 0,1191 0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0001 
UNX-HS + Chym 2 mg/kg 0,5829 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 
UNX-HS + Chym 4 mg/kg 0,2016 <0,0001 <0,0001 0,0002 <0,0001 
UNX-HS + Chym 6 mg/kg 0,1543 0,0004 0,0002 0,0014 0,0002 
      

DBP (Chymostatyna) 
vs UNX-HS 

Dzień doświadczenia 
0 7 14 21 28 

UNX-HS + Chym 1 mg/kg 0,0627 0,3391 0,7435 0,0063 <0,0001 
UNX-HS + Chym 2 mg/kg 0,3526 0,8536 0,9887 0,0097 <0,0001 
UNX-HS + Chym 4 mg/kg 0,1279 0,618 0,8313 0,0002 <0,0001 
UNX-HS + Chym 6 mg/kg 0,2379 0,5324 0,0018 0,6832 0,0556 
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5. Podsumowanie wyników 

Wyniki badań przeprowadzonych w tym projekcie wykazały, że dwudziesto-

ośmiodniowa dieta wysokosodowa (4% Na, w/w), nawet jeżeli nie towarzyszy jej sodo-zależne 

nadciśnienie tętnicze, wiąże się z wystąpieniem niekorzystnych zmian w reaktywności naczyń 

decydujących o oporze obwodowym oraz prowadzi do uogólnionej dysfunkcji śródbłonka: 

1. U zwierząt z wysoką podażą sodu w diecie obserwowano zwiększenie wrażliwości 

tętnicy zaopatrującej mięsień smukły (GMA) na substancje naczyniokurczące: agonistę 
AT1R (Ryc. 6A) oraz na wysokie dawki endoteliny-1 (Ryc. 6B). Odpowiedź GMA 

na substancję naczyniorozszerzającą zależną od śródbłonka, ACh, była zachowana 

(Ryc. 8A). 

2. Odpowiedź na podanie L-NAME była ograniczona zarówno w przypadku GMA, jak i 

MCA u zwierząt z wysoką podażą sodu w diecie (Ryc. 9), co wskazuje na uogólnioną 
dysfunkcję śródbłonka. Wysoka podaż sodu w diecie wiązała się także z obniżonym 

stężeniem azotynów (Ryc. 11), i ADMA (Ryc. 12) oraz z podwyższonym stężeniem 

wskaźnika uszkodzenia glikokaliksu śródbłonka SDC-1 (Ryc. 13) w osoczu. 

Powyższe obserwacje pochodzą z doświadczeń na zwierzętach na diecie 

wysokosodowej bez nadciśnienia, tj. szczurów SHAM-HS – pomimo że stężenie jonów 

sodowych w osoczu tych zwierząt pozostawało w granicach fizjologicznych (Tab. 2).  

Jeżeli dieta wysokosodowa prowadziła do rozwoju sodo-zależnego nadciśnienia 

tętniczego (grupa UNX-HS), zaobserwowano kolejne niekorzystne efekty: 

3. Zwiększenie wrażliwości GMA także na niskie dawki naczyniokurczącej endoteliny-1 

(Ryc. 6B). 

4. Zmniejszenie odpowiedzi MCA na śródbłonkozależny, naczyniorozszerzający ATP 

(Ryc. 8B). 

Podawanie szczurom z sodozależnym nadciśnieniem tętniczym przez 14 dni 

inhibitorów osoczowego lub tkankowego układu renina-angiotensyna (odpowiednio: enalaprilu 

i chymostatyny) prowadziło do obniżenia zarówno ciśnienia skurczowego, jak i 

rozkurczowego. Efekt hipotensyjny zależał od dawki inhibitora  i od ciśnienia; na ogół ciśnienie 

rozkurczowe odpowiadało większym spadkiem niż ciśnienie skurczowe. 
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5. Enalapril  podawany w dawce 40 mg/kg powodował obniżenie ciśnienia skurczowego 

(SBP) średnio o -15,9 ± 4,0 mmHg  (Tab. 4, 6), niższe dawki były nieskuteczne. Nawet 

przy dawce 40 mg/kg podawanej przez 14 dni wielkość SBP, mimo redukcji, 

pozostawała wyższa niż u szczurów UNX-NS (Tab. S2). 

6. Chymostatyna obniżała SBP począwszy od dawki 4 mg/kg (dawki 1 i 2 mg/kg były 

nieskuteczne). Po zastosowaniu chymostatyny w dawkach  4 i 6 mg/kg, po 14 dniach 

terapii, odnotowano spadek SBP odpowiednio o -17,9 ± 1,6 i -17,8 ± 1,5 mmHg (Tab. 

5, 6), ale, mimo redukcji, wielkość SBP pozostawała wyższa niż u szczurów UNX-NS 

(Tab. S2). 

7. Ciśnienie rozkurczowe DBP było bardziej wrażliwe niż ciśnienie SBP na podawanie 

zarówno enalaprilu, jak i chymostatyny (tzn. obniżenie DBP występowało przy 

niższych dawkach obu inhibitorów niż obniżenie SBP). Efekt obniżenia DBP osiągano 

po czternastu dniach podawania enalaprilu w dawce 10 mg/kg (-14,6 ± 2,0 mmHg) i po 

takim samym czasie podawania chymostatyny w dawce 1 mg/kg (-5,7 ± 0,7 mmHg; 

Tab. 4, 5, 6). 

8. Dawka IC50 dla odpowiedzi DBP na leczenie hipotensyjne wynosi 3,512 mg/kg 

dla enalaprilu i 0,930 mg/kg dla chymostatyny (Ryc. 15).  

Podawanie enalaprilu lub chymostatyny szczurom z  sodo-zależnym nadciśnieniem tętniczym 

prowadziło do  korzystnych zmian reaktywności badanych naczyń: 

9. Enalapril  przywrócił odpowiedź MCA na ATP (Ryc. 17A), chociaż nie poprawił 

odpowiedzi GMA na agonistę receptora AT1 (Ryc. 16A). Efekt widoczny był już przy 

zastosowaniu najmniejszej badanej dawki, 5 mg/kg.  

10. Chymostatyna prowadziło do normalizacji obu odpowiedzi: zarówno GMA 

na substancję naczyniokurczącą (AT1Ragon; Ryc. 16B), jak i MCA na substancję 
naczyniorozszerzającą (ATP; Ryc. 17B). Normalizację odpowiedzi GMA na bodziec 

naczyniokurczący obserwowano począwszy od dawki 2 mg/kg, a odpowiedzi MCA 

na bodziec naczyniorozszerzający – począwszy od dawki 1 mg/kg. 

11. Ani enalapril, ani chymostatyna nie poprawiły odpowiedzi badanych naczyń na podanie 

L-NAME (Ryc. 18). 

Podsumowane w tym rozdziale najważniejsze wyniki wskazują, że podwyższona podaż sodu 

w diecie prowadzi do dysfunkcji śródbłonka oraz do zmian czynnościowych w obwodowych 

naczyniach oporowych, które zwiększają nie tylko ryzyko rozwoju nadciśnienia, ale także 

http://rcin.org.pl



86 

ryzyko wystąpienia zaburzeń poznawczych i udaru mózgu. W rozwoju sodo-zależnego 

nadciśnienia tętniczego biorą udział oba układy renina-angiotensyna, osoczowy i tkankowy. 

Co więcej, blokowanie tkankowego układu renina-angiotensyna wydaje się być bardziej 

skuteczne w leczeniu sodo-zależnego nadciśnienia tętniczego niż blokowanie osoczowego 

układu RAS.  
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6. Dyskusja 

6.1. Model badawczy 

Oba naczynia wybrane do tego projektu są naczyniami oporowymi, ale pełnią 
w układzie krążenia odmienne funkcje. Tętnica zaopatrująca w krew mięsień smukły jest 

naczyniem mającym wpływ na TPR; zaburzenia funkcji takich naczyń mogą prowadzić 
do rozwoju nadciśnienia. Z kolei MCA, choć jest naczyniem oporowym o charakterze 

lokalnym, odgrywa niezwykle ważną rolę; uczestniczy nie tylko w kształtowaniu oporu 

przepływu w krążeniu mózgowym, ale także w dystrybucji krwi docierającej do mózgu, 

stosownie do zapotrzebowania aktywnych okolic mózgu. Biorąc pod uwagę fakt, że dieta 

wysokosodowa stanowi czynnik ryzyka powstania zaburzeń poznawczych i udaru mózgu, 

wybór tego naczynia do badania naczyniowych konsekwencji diety wysokosodowej jest 

ze wszech miar uzasadniony.  

Komentarza wymaga też metodyka badań czynnościowych w arteriografie. Obie tętnice 

były poddane działaniu stosowanego ciśnienia hydrostatycznego, na którym nabierały napięcia 

miogennego, ale tętnica mózgowa była perfundowana, a tętnica obwodowa nie. W obu 

przypadkach zachowane były standardy metodyczne [Csato i wsp., 2014, Aleksandrowicz i 

wsp., 2017]. GMA nie była perfundowana, ponieważ podczas perfuzji traciła napięcie i trudno 

było zachować stan równowagi tego naczynia. Alternatywą było dodanie substancji 

naczyniokurczącej do buforu wypełniającego wannę arteriografu (często w tym celu używane 

są małe stężenia fenylefryny), ale taki zabieg zakłócałby przebieg doświadczenia 

i uniemożliwiał porównanie obu badanych naczyń.  

Należy także podkreślić, że w badaniach reaktywności GMA i MCA na aktywację 
receptora angiotensyny II wybrano selektywnego agonistę receptora AT1R. Wiadomo, 

że Ang II posiada także receptor AT2, którego pobudzenie wywołuje efekty przeciwstawne 

do tych wywołanych pobudzeniem AT1R. Innymi słowy, pobudzenie AT1R prowadzi 

do skurczu, a pobudzenie AT2R do rozkurczu naczyń [Matrougui i wsp., 1999]. Użycie w 

badaniach reaktywności naczyń angiotensyny II, która jest agonistą obu tych receptorów, 

utrudniałoby interpretację wyników.    

Ciekawe, że u szczurów SD na diecie wysokosodowej dochodzi do zmniejszenia ilości 

mRNA i ilości białka receptorów AT2R w naczyniach krezki [Gonzalez i wsp., 2005]. 
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6.2. Jony sodu jako niezależny czynnik ryzyka uszkodzenia naczyń 

Uzyskane przez nas wyniki pokazują, że dwudziestoośmiodniowa dieta wysokosodowa 

stanowi niezależny czynnik ryzyka uszkodzenia naczyń. Mimo, że ciśnienie tętnicze w grupie 

SHAM-HS utrzymywało się na prawidłowym poziomie (Tab. 2), obserwowano dysfunkcję 
śródbłonka (Ryc.13), potwierdzoną obniżeniem stężenia metabolitów NO w osoczu (Ryc. 11). 

Dysfunkcja śródbłonka może być sama w sobie podstawą do rozwoju nadciśnienia tętniczego. 

Wykazano to nie tylko w badaniach doświadczalnych, ale także u ludzi [Ghiadoni i wsp., 2012, 

Dinh i wsp., 2014]. Ponadto, GMA, tętnica reprezentująca naczynia decydujące o oporze 

obwodowym, odpowiadała większym skurczem na substancje naczyniokurczące: agonistę 
AT1R (Ryc. 6A) oraz na wysokie dawki ET-1 (Ryc. 6B). Podobnych zmian wrażliwości 

na substancje naczyniokurczące nie obserwowano w tętnicy środkowej mózgu, naczyniu 

oporowym o znaczeniu lokalnym (MCA, Ryc. 7), ale wykazana dysfunkcja śródbłonka MCA 

jest też poważnym zaburzeniem funkcji tego naczynia i  może być przyczyną deficytów 

poznawczych i udaru mózgu [Cosentino i wsp., 2001, Martins-Filho i wsp., 2020]. Tak więc, 

przeprowadzone przez nas badania wskazują, że dieta wysokosodowa jest niezależnym 

czynnikiem uszkodzenia naczyń krwionośnych.  

6.2.1. Zwiększenie wrażliwości GMA na związki naczyniokurczące u zwierząt na diecie 
wysokosodowej  

Skurcz GMA u szczurów normotensyjnych na diecie wysokosodowej obserwowany 

w odpowiedzi na stymulację receptora AT1 dla angiotensyny II był istotnie większy 

w porównaniu do obserwowanego w grupie na diecie standardowej. Zjawisko zmiany 

wrażliwości naczyń na Ang II w zależności od podaży sodu w diecie jest opisywane 

w piśmiennictwie. Skurcz naczyń po podaniu Ang II zmniejsza się na diecie niskosodowej, 

a rośnie wraz ze wzrostem podaży sodu w diecie [Aguilera i Catt, 1981]. Najprawdopodobniej 

przyczyną zwiększonej odpowiedzi GMA szczurów SHAM-HS na pobudzenie receptora 

ATR1 w naszych badaniach jest, opisywane w piśmiennictwie, zwiększenie ekspresji tego 

receptora w naczyniach oporowych. Opisywano to zjawisko zarówno u szczurów stada Wistar 

jak i szczurów SD utrzymywanych na diecie wysokosodowej [Nickenig i wsp., 1998, Wang i 

Du, 1998]. W efekcie zwiększonej ekspresji receptora, taka sama dawka Ang II  powoduje 

zwiększone uwalnianie wapnia do cytozolu w komórkach mięśniówki gładkiej w porównaniu 

z grupą kontrolną, utrzymywaną na diecie standardowej [Nickenig i wsp., 1998]. 

Najprawdopodobniej takie zmiany w ekspresji AT1R są mechanizmem równoważącym zmiany 

stężenia Ang II, które obniża się na diecie HS, jak to ma miejsce także w przypadku 
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doświadczeń omawianych w tej rozprawie (Ryc. 10). Jest to znany mechanizm regulacji 

receptorów w górę (ang. receptors upregulation) [Henriksson i wsp., 2003]. 

Wzmożoną odpowiedź na podanie agonisty AT1R i ET-1 obserwowano jedynie 

w przypadku GMA, lecz nie MCA (Ryc. 6, 7). Prawdopodobnie jest to związane z różną 
gęstością receptorów dla tych substancji w GMA i MCA.  Wiadomo, że dieta wysokosodowa, 

jak wspomniano wyżej,  zwiększa gęstość receptorów AT1R w obwodowych naczyniach 

oporowych. W dostępnym piśmiennictwie brak jest informacji na temat naczyń krążenia 

mózgowego w tym aspekcie.  

6.2.2. Diecie wysokosodowej nie towarzyszy wzrost stężenia sodu w osoczu 

U szczurów z wysoką podażą sodu w diecie nie obserwowano zwiększonego stężenia 

sodu w osoczu (PNa) przez cały czas trwania diety (Tab. 2). Prawdopodobnie było to efektem 

zachowania mechanizmów diurezy i natriurezy z nadciśnienia i/lub działania peptydów 

natriuretycznych. W mechanizmach tych duża dawka sodu, przyjęta z pokarmu do krążenia 

przez wchłanianie jelitowe, powoduje wzrost objętości osocza. Prawidłową odpowiedzią 
naczyń na to zjawisko jest skurcz, co powoduje chwilowy wzrost ciśnienia tętniczego, który 

aktywuje kaskadę zjawisk fizycznych, prowadzących do zwiększenia filtracji w nerkach, 

a przez to zwiększenia tempa wydalania wody (diureza) i sodu (natriureza) z moczem. 

Dodatkowo zwiększona objętość osocza zwiększa stopień rozciągnięcia przedsionków serca, 

co prowadzi do uwalniania ANP – przedsionkowego peptydu natriuretycznego, hamującego 

proces wchłaniania sodu w kanalikach nerkowych, a przez to także zwiększenie diurezy 

i natriurezy. W efekcie ustrój utrzymuje równowagę płynów przez usunięcie nadmiaru jonów 

sodowych z moczem. Rzeczywiście, dieta HS powodowała zwiększenie zarówno diurezy, jak i 

natriurezy (Ryc. 5BC). Jeżeli zwiększone wydalanie sodu wynikało rzeczywiście 

z mechanizmu natriurezy z nadciśnienia, wymagane jest utrzymanie wrażliwości naczyń 

oporowych na substancje naczyniokurczące (to zwiększenie oporu naczyniowego wyzwala 

wzrost natriurezy). Naczynie GMA jest przykładem naczynia oporowego łożyska mięśni 

szkieletowych, które stanowią do 50% masy ciała, a więc opór ich łożyska jest decydujący 

dla oporu ogólnego. Można więc postawić pytanie, czy wzrost wrażliwości na substancje 

naczyniokurczące, obserwowany w naczyniu GMA, nie jest elementem ułatwiającym 

długotrwałe utrzymanie wysokiej natriurezy. Wzrost wrażliwości naczyń obwodowych 

na substancje naczyniokurczące byłby w takim przypadku kosztem ponoszonym przez ustrój, 

dzięki któremu zachowana jest równowaga w składzie jonowym płynów ustrojowych. 
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6.2.3. Obniżenie biodostępności NO u zwierząt na diecie wysokosodowej a odpowiedź 
tętnic oporowych na śródbłonkozależne substancje naczyniorozszerzające  

U zwierząt z wysoką podażą sodu w diecie (grupy SHAM-HS i UNX-HS) 

zaobserwowano obniżenie odpowiedzi naczyń, zarówno GMA, jak i MCA, na blokowanie 

syntezy NO przez L-NAME (Ryc. 9). Na potwierdzenie, że mamy do czynienia z dysfunkcją 
śródbłonka, w tych samych grupach stężenie metabolitów NO w osoczu było niższe 

niż u zwierząt na diecie standardowej (Ryc. 11),  a stężenie markera uszkodzenia śródbłonka 

SDC-1 było odpowiednio wyższe (Ryc. 12). 

Tlenek azotu wytwarzany jest w śródbłonku naczyń tonicznie, zapewniając stałe 

hamowanie tonicznego adrenergicznego napięcia neurogennego. Blokowane śródbłonkowej 

syntazy tlenku azotu, eNOS, za pomocą L-NAME umożliwia określenie w jakim stopniu 

spoczynkowe napięcie naczyń jest zależne podstawowego wydzielania NO. Ponieważ w obu 

grupach zwierząt na diecie HS obserwowano obniżoną odpowiedź naczyń na L-NAME (Ryc. 

9) wnioskować można, że wyjściowy stan napięcia tych naczyń jest zależny od NO 

w mniejszym stopniu niż naczyń zwierząt na diecie NS. Wynik ten potwierdza pomiar 

metabolitów NO w osoczu (NO jest niestabilnym wysoce reaktywnym wolnym rodnikiem, stąd 

nie jest oznaczany bezpośrednio; Ryc. 11), który wskazuje na obniżoną biodostępność NO 

na poziomie ogólnoustrojowym. Ponieważ wiele substancji naczyniorozszerzających działa 

za pośrednictwem tlenku azotu wydzielanego z komórek śródbłonka (ACh, bradykinina, ATP), 

upośledzenie możliwości wydzielania NO we właściwych ilościach przez komórki śródbłonka 

jest jednym z najważniejszych przejawów jego dysfunkcji [Querio i wsp., 2023]. 

Istnieje wiele doniesień potwierdzających obserwację, że sama dieta wysokosodowa 

współwystępuje z obniżeniem biodostępności NO. Co więcej, to obniżenie jest niezależne 

od wartości ciśnienia krwi tętniczej [Dishy i wsp., 2003] i może wystąpić nawet 

przy niewielkim wzroście PNa [Oberleithner i wsp., 2011]. Obniżenie biodostępności NO 

uznawane jest za fundamentalny czynnik rozwoju sodowrażliwości [Kopkan i wsp., 2010]. 

Sugeruje się, że pacjenci sodowrażliwi są bardziej wrażliwi na obniżenie biodostępności NO 

w wyniku diety wysokosodowej niż pacjenci sodooporni [Dishy i wsp., 2003]. Biodostępność 
NO zależna jest przede wszystkim od tempa jego syntezy przez eNOS oraz tempa jego 

zużywania.  

Aktywność eNOS powiązana jest ze zdolnością reagowania śródbłonka na naprężenie 

ścinające, tj. deformację ściany naczynia powstałą w efekcie przepływu krwi. Dieta HS obniża 

naczyniorozszerzającą odpowiedź na naprężenie ścinające [Matrougui i wsp., 1998]. 

Mechanizm wykrywania naprężenia ścinającego przez śródbłonek zależny jest od białek 
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glikokaliksu, przede wszystkim syndekanu-1 (SDC-1), którego cząsteczka jest białkiem 

przezbłonowym. Jej domena zewnątrzkomórkowa wykrywa różnorakie sygnały, w tym 

naprężenie ścinające, a następnie przenosi je na domenę wewnątrzkomórkową, przez 

co komórka może odpowiedzieć na zjawiska zachodzące po drugiej stronie błony [Balistreri, 

2022]. Stężenie SDC-1 w osoczu uznawane jest za wskaźnik uszkodzenia warstwy glikokaliksu 

[Zhang i wsp., 2021], któremu towarzyszy rozwój stanu zapalnego w śródbłonku [Johansson i 

wsp., 2011]. Podwyższone stężenie SDC-1 w osoczu zwierząt na diecie wysokosodowej 

w porównaniu z grupą SHAM-NS (Ryc. 13) może sugerować, że obniżenie zależności napięcia 

spoczynkowego GMA i MCA w diecie wysokosodowej jest wynikiem uszkodzenia odpowiedzi 

śródbłonka tych naczyń na naprężenie ścinające. Istnieją dowody, że jony sodu mogą być 
przechowywane w formie nieaktywnej osmotycznie (tj. takiej, która nie powoduje 

równoczesnego zwiększania objętości wody), jeżeli związane są z powierzchnią organiczną 
naładowaną ujemnie [Titze i Machnik, 2010]. Taką powierzchnią jest właśnie glikokaliks 

naczyń krwionośnych [Weinbaum i wsp., 2007]. Sód związany z glikokaliksem przenoszony 

jest przez kanały sodowe błony szczytowej komórki do jej wnętrza i odpowiada za jej aktywację 
[Kusche-Vihrog i wsp., 2010]. Dlatego też wydaje się, że glikokaliks pełni rolę bariery 

dla oddziaływania sodu na ścianę naczynia. Przy grubości warstwy glikokaliksu ok. 400 nm, 

ekspresja kanałów sodowych jest niska, w efekcie czego komórka chroniona jest przed sodem 

podwójnie (zarówno przez warstwę glikokaliksu, jak i niską przepuszczalność błony 

komórkowej dla sodu). Przy zaniku glikokaliksu (obniżenie grubości poniżej 200 nm) ekspresja 

kanałów sodowych jest wysoka, a sód łatwo penetruje komórki śródbłonka; sytuacja taka 

obserwowana jest u ludzi na diecie wysokosodowej [Oberleithner i wsp., 2011]. Wiązanie sodu 

w formie nieaktywnej osmotycznie do glikokaliksu i/lub jego łatwe przechodzenie do komórek 

śródbłonka mogłoby także, przynajmniej częściowo, tłumaczyć brak zmian stężenia jonów 

sodu w osoczu u zwierząt na diecie HS (Tab. 2). 

Aktywność eNOS zależna jest także od stężenia ADMA, endogennego inhibitora eNOS. 

Stężenie ADMA w osoczu szczurów SHAM-HS jest istotnie niższe niż w kontrolnej grupie 

SHAM-NS; można więc przypuszczać, że mamy do czynienia w tym przypadku z formą 
kompensacji niskiej biodostępności NO. Takiego efektu nie obserwowano u szczurów 

ze zmniejszoną masą nerek, co jest prawdopodobnie związane z wpływem  usunięcia jednej 

nerki na występujące fizjologicznie możliwości kompensacyjne. Niekorzystne zmiany 

usunięcia jednej nerki widać zresztą w doświadczeniu z pomiarem osoczowego stężenia TMAO 

w grupie UNX-NS (Ryc. 14). 
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Ponieważ NO jest silne reaktywnym wolnym rodnikiem, tempo jego zużywania jest 

znacznie podwyższone w sytuacji podwyższonego stężenia innych wolnych rodników 

– reaktywnych form tlenu (ROS). Podczas diety HS, w wyniku nie do końca poznanych 

procesów, w naczyniach powstają duże ilości ROS [Boegehold, 2013]. Najwięcej wolnych 

rodników przedostaje się do ściany naczynia z makrofagów [Cathcart, 2004]. Głównym 

wolnym rodnikiem w patologii naczyń jest rodnik ponadtlenkowy .O2-, powstający przede 

wszystkim w wyniku wzmożonej aktywności oksydazy NADPH [Mueller i wsp., 2005]. 

Reakcja między rodnikiem ponadtlenkowym i NO prowadzi do zużycia NO (osłabienia sygnału 

naczyniorozszerzającego), a także powstania nadtlenoazotynu ONOO-, który przyczynia się do 

uszkodzenia komórek [Beckman i Koppenol, 1996], co w efekcie prowadzi do dysfunkcji 

śródbłonka. Znaczenie ROS w reaktywności naczyń nie było jednak przedmiotem badań 

niniejszej rozprawy; w świetle jej wyników być może jest to interesujący kierunek badań 

w przyszłości.  

Dysfunkcja śródbłonka/obniżona biodostępność NO nie przekłada się na zmniejszenie 

reaktywności naczyń na substancje naczyniorozszerzające zależne od śródbłonka – na 

naczyniorozszerzającą ACh w przypadku GMA (Ryc. 8A) i ATP w przypadku MCA (Ryc. 8B). 

Należy podkreślić, że obniżona biodostępność NO nie musi iść w parze z zaburzoną 

odpowiedzią naczyń na substancje zależne od śródbłonka [Tang i wsp., 2006, Jarrett i wsp., 

2013]. Nawet jeżeli rozszerzenie naczyń wywołane przez ACh odbywa się za pośrednictwem 

NO w warunkach fizjologicznych, w sytuacji zaburzeń wytwarzania NO odpowiedź ta może 

być mediowana przez inne substancje wytwarzane w śródbłonku. Zresztą nie jest pewne, że NO 

pośredniczy fizjologicznie w tych odpowiedziach; często zdarza się, że w obwodowych 

naczyniach oporowych to nie NO, a EDHF lub prostaglandyny są odpowiedzialne za 

naczyniorozszerzający wpływ ACh [Hoepfl i wsp., 2002, Dora i wsp., 2003]. Podobnie, 

w naczyniach oporowych krążenia mózgowego za wpływ naczyniorozszerzający 

ATP odpowiadają EDHF lub prostanoidy [Horiuchi i wsp., 2003, Dietrich i wsp., 2009]. 

Z badań grupy Bryana wynika, że rozszerzenie MCA w odpowiedzi na  ATP odbywa się 
za pośrednictwem śródbłonka i receptorów purynergicznych P2y, w sposób zależny zarówno 

od NO jak i EDHF [You i wsp., 1999]. Przy czym udział NO i EDHF jest zależny od dawki 

agonisty P2y. ATP podany w niskich dawkach (<10-6 M) pobudza wydzielanie NO 

ze śródbłonka, a w dawkach wyższych niż  10-6 M wywołuje hiperpolaryzację śródbłonka, która 

przekazana jest komórkom mięśni gładkich przez połączenia mioendotelialne. W przypadku 

dyskutowanych tu wyników badań własnych podawano ATP w stężeniu do 10-6 M, tzn. 

w zakresie stężeń niskich, które w warunkach fizjologicznych, według podanych powyżej 
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informacji, powinno wywołać rozszerzenie zależne od NO. Nie można wykluczyć, że 

w sytuacji zmniejszonej biodostępności NO w odpowiedzi na ATP pośredniczy EDHF. 

Najwyraźniej u zwierząt na diecie HS, cechujących się ogólnoustrojowym obniżeniem 

biodostępności NO, naczyniorozszerzające działanie ACh i ATP odbywa się alternatywnymi 

ścieżkami. 

Przegląd piśmiennictwa wskazuje, że niektóre z wyników otrzymanych w naszych 

badaniach odbiegają od tych, które uzyskali inni badacze. Na przykład, Liu [Liu i wsp., 1997] 

w badaniach na tętnicy GMA w podobnym do naszego układzie, zauważył, że odpowiedź 
naczyniorozszerzająca na obniżone ciśnienie parcjalne tlenu, acetylocholinę (ACh) i analog 

prostacykliny iloprost była znacznie zmniejszona u szczurów na diecie HS (zarówno ze 

zmniejszoną masą nerek, jak i z zachowaną wyjściową masą nerek) w porównaniu ze szczurami 

na diecie o prawidłowej zawartości sodu. Podobnie, zmniejszoną odpowiedź 
naczyniorozszerzającą na podanie ACh i iloprostu już po siedmiodniowej diecie HS opisywali 

Weber i Lombard [Weber i Lombard, 2000]. Jednocześnie do osłabienia odpowiedzi na związki 

naczyniorozszerzające, chroniczna, tj. co najmniej czterotygodniowa, lecz nie „ostra” 

(kilkudniowa) dieta HS prowadzi do selektywnego zwiększenia wrażliwości naczyń 

oporowych na naczyniokurczącą Ang II, ale nie na noradrenalinę [Weber i wsp., 1999]. 

Przedstawione przykłady dowodzą, że zmiany właściwości naczynioruchowych naczyń 

oporowych mięśnia smukłego rozwijają się w odpowiedzi na wysoką podaż sodu w diecie, 

której nie musi towarzyszyć nadciśnienie tętnicze. 

Wpływ diety wysokosodowej na naczynia krążenia mózgowego był badany pod kątem 

zaburzeń autoregulacji oraz regulacji zależnej od śródbłonka i tlenku azotu. Większość 
doniesień na ten temat pochodzi od grupy Lombarda i została przeprowadzona na szczurach 

poddanych krótko- lub długotrwałej diecie HS. W tych badaniach potwierdzono dysfunkcję 
śródbłonka u zwierząt na diecie wysokosodowej oraz zmniejszenie odpowiedzi na podanie 

analogu prostacykliny – iloprostu oraz ACh [Lombard i wsp., 2003, Durand i wsp., 2010, Matic 

i wsp., 2018]. 

Wysokie spożycie sodu, jak już wspomniano, samo w sobie ma szkodliwy wpływ 

na regulację mózgowych naczyń krwionośnych. Wykazano także, że wpływa na funkcję 
mózgu, która w dużej mierze zależy od dostarczania z krwią składników odżywczych 

dopasowanych do jego potrzeb energetycznych [Iadecola i Nedergaard, 2007]. Wyniki opisane 

w niniejszej rozprawie potwierdzają obserwację, że sama wysoka konsumpcja sodu, której nie 
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towarzyszy wzrost ciśnienia tętniczego krwi, ma szkodliwy wpływ na regulację napięcia 

naczyń krwionośnych. 

6.3. Sodo-zależne nadciśnienie tętnicze jako czynnik zaburzający 

reaktywność naczyń 

W grupie UNX-HS z jednostronną nefrektomią, które stały się sodo-wrażliwe, 

i rozwinęły nadciśnienie tętnicze, obserwowano dodatkowe zaburzenia odpowiedzi 

naczyniowych w stosunku do tych, które wystąpiły w grupie kontrolnej tzn. u szczurów 

SHAM-HS bez nadciśnienia. Szczury z grupy UNX-HS cechowały się zwiększeniem 

wrażliwość GMA także na niskie dawki naczyniokurczącej endoteliny-1 (Ryc. 6B) 

oraz wyraźnym zmniejszeniem odpowiedzi MCA na naczyniorozszerzający ATP (Ryc. 8B).  

6.3.1. Zastosowany model sodo-zależnego nadciśnienia tętniczego okazał się skuteczny 

W omawianych w niniejszej rozprawie doświadczeniach ani jednostronna nefrektomia, 

ani dieta wysokosodowa, zastosowane niezależnie od siebie, nie były w stanie doprowadzić 
do zwiększenia ciśnienia krwi tętniczej w ciągu 28 dni obserwacji. Dopiero złożenie tych 

dwóch czynników powodowało zwiększenie wartości ciśnienia tętniczego krwi w ciągu 

tygodnia (Tab. 2). Jest to zgodne z założeniami takiego modelowania sodo-zależnego 

nadciśnienia tętniczego. Sama dieta HS (4%) prowadzona przez cztery tygodnie u szczurów 

bez genetycznych predyspozycji do rozwoju nadciśnienia tętniczego (SD) nie prowadzi 

do zwiększenia wartości BP, lecz jej przedłużenie do sześciu tygodni powoduje podwyższenie 

wartości ciśnienia krwi tętniczej [Gu i wsp., 2008]. Natomiast połączenie diety HS 

z jednostronną nefrektomią prowadzi do rozwoju sodo-zależnego nadciśnienia tętniczego 

w ciągu dwóch tygodni [Carlstrom i wsp., 2007, Bądzyńska i Sadowski, 2012]. Powyższy 

przykład wskazuje na to, że niekorzystne zmiany spowodowane wysoką podażą sodu w diecie 

są jedynie przyspieszone przez nefrektomię, gdyż sód sam w sobie jest czynnikiem na tyle silnie 

wpływającym na układ krążenia, że w odpowiednio długiej perspektywie czasowej spowoduje 

rozwój nadciśnienia tętniczego. 

6.3.2. Stężenie sodu w osoczu szczurów z sodo-zależnym nadciśnieniem tętniczym 
pozostało prawidłowe 

Szczury, których ciśnienie krwi tętniczej było podwyższone (UNX-HS), nadal 

zachowywały prawidłowe stężenie sodu w osoczu (Tab. 2). Jest to możliwe przy założeniu, 

że jedna nerka radzi sobie wyśmienicie z usuwaniem nadmiaru jonów lub, że sód kumuluje się 
gdzieś w ustroju. Podczas wysokiej podaży sodu w diecie początkowo dochodzi 
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do równoważenia wysokiego spożycia sodu przez wysokie tempo jego wydalania. Utrzymuje 

to jednak nerkę w stanie permanentnej hiperperfuzji, co przyczynia się do jej uszkodzenia. 

Uszkodzenie nerek uznaje się za pierwszy krok w kierunku rozwoju nadciśnienia tętniczego 

i innych chorób naczyniowych [Adrogue i Madias, 2007]. Wydaje się, że natriureza u zwierząt 
w grupie UNX-HS była nieznacznie niższa niż w grupie SHAM-HS (Ryc. 5C) – choć 

nie uzyskano istotności statystycznej w tym porównaniu, wartości średniej natriurezy dla grupy 

UNX-HS we wszystkich dniach diety były niższe niż w grupie SHAM-HS, co prawdopodobnie 

wynika z upośledzenia homeostazy sodowej w związku z usunięciem nerki (UNX-HS). 

Faktyczne zmniejszenie liczby czynnych nefronów o połowę powoduje automatycznie 

zwiększone obciążenie nefronów pozostałych w ustroju. Dodatkowe obciążenie ustroju wysoką 
podażą sodu w diecie powoduje z czasem przekraczanie zdolności nerki do utrzymywania 

homeostazy sodowej. W takiej sytuacji sód kumulowałby się w ustroju: albo w formie 

osmotycznie czynnej (np. w osoczu), albo w formie nieczynnej osmotycznie (np. związany 

z anionowymi cząsteczkami pokrywającymi komórki różnych tkanek). Sód nie kumulował się 
w naczyniach. 

6.3.3. Sodo-zależne nadciśnienie a wrażliwość naczyń oporowych na substancje 
naczynioaktywne  

Szczury z grupy UNX-HS cechowały się zwiększeniem wrażliwość GMA także 

na niskie dawki naczyniokurczącej ET-1 (Ryc. 6B) oraz obniżeniem wrażliwości MCA 

na naczyniorozszerzający ATP (Ryc. 8B).  

Wzmocnienie odpowiedzi GMA na ET-1, obserwowane u szczurów z grupy SHAM-

HS przy wyższych dawkach ET-1, u szczurów z grupy UNX-HS widoczne jest także 

przy niskich dawkach ET-1 (Ryc. 6B). Obserwacja ta może być wynikiem pogłębienia 

przez nadciśnienie tętnicze zmian, jakie występują w wyniku samej diety HS.  

U szczurów z sodo-zależnym nadciśnieniem tętniczym obserwuje się także obniżenie 

wrażliwości MCA na naczyniorozszerzający ATP (Ryc. 8B). Podobnego upośledzenia 

odpowiedzi na śródbłonkozależne czynniki naczyniorozszerzające nie obserwuje się 
w naczyniach oporowych mięśnia szkieletowego (Ryc. 8A). Działający wewnątrznaczyniowo 

ATP pochodzi przede wszystkim z komórek śródbłonka i erytrocytów. ATP, działając 

na błonowe receptory purynergiczne P2y w komórkach śródbłonka, prowadzi do zwiększenia 

produkcji NO, prostacykliny i czynników hiperpolaryzujących mięśniówkę, co skutkuje 

rozszerzeniem naczynia [Bodin i wsp., 1991, Liu i wsp., 2004, Alkayed i wsp., 2009]. Wysokie 

ciśnienie krwi zwiększa tempo uwalniania ATP z erytrocytów, co przyczynia się do wzrostu 
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stężenia ATP w osoczu (PATP, ang. plasma ATP). Wysokie wartości PATP pociągają za sobą 
wzmocnienie aktywności komórek układu odpornościowego, przez co przyczyniają się 
do patologicznych zmian związanych z chorobą nadciśnieniową [Zhao i wsp., 2019]. Być może 

obniżenie wrażliwości MCA na naczyniorozszerzający ATP jest mechanizmem 

kompensującym zwiększenie jego stężenia w osoczu w nadciśnieniu. Może być jednak 

wyrazem pogłębionego uszkodzenia śródbłonka, w którym uszkodzonych jest więcej 

mechanizmów niż w śródbłonku naczyń zwierząt na diecie HS z prawidłowymi wartościami 

BP. Diecie HS towarzyszy obniżenie biodostępności NO (Ryc. 9, 9), a więc osłabienie jednej 

ze ścieżek, którą ATP jest w stanie wywołać rozszerzenie naczynia. U szczurów z grupy 

SHAM-HS jednak odpowiedź na ATP jest zachowana, co sugeruje, że mimo ograniczenia 

biodostępności tlenku azotu ATP jest w stanie wywoływać relaksację mięśniówki gładkiej 

innymi drogami, jak dyskutowano już wcześniej. U szczurów z grupy UNX-HS odpowiedź na 

niskie dawki ATP jest wręcz zniesiona, a na wyższe – ograniczona, co sugeruje, że 

upośledzeniu uległy także ścieżki oddziaływania ATP na mięśniówkę niezależne od NO. 

Ponieważ dla naczyniorozszerzającego efektu ATP konieczne jest zachowanie prawidłowo 

funkcjonujących komórek śródbłonka [Duza i Sarelius, 2003], ograniczenie tego efektu jest 

kolejną przesłanką wskazującą na uszkodzenie funkcji tych komórek. 

6.4. Potencjalne przyczyny uszkodzenia śródbłonka naczyń  

Brak zmian stężenia jonów sodu u zwierząt na diecie wysokosodowej, zarówno 

w osoczu jak i w tkankach (w skórze, mięśniu smukłym oraz mózgu – obserwacje nie ujęte 

w wynikach rozprawy), przy jednoczesnym wyraźnym uszkodzeniu podstawowych 

mechanizmów regulacji naczyń krwionośnych u zwierząt na diecie wysokosodowej 

spowodował, że postanowiliśmy przejrzeć piśmiennictwo dotyczące wpływu diety 

wysokosodowej na mikrobiotę jelitową. Przewód pokarmowy jest bowiem niewątpliwie 

pierwszym miejscem w organizmie, które narażone jest na kontakt z dostarczanym doustnie 

sodem.  

6.4.1. Wzrost stężenia TMAO w osoczu zwierząt na diecie wysokosodowej  

W piśmiennictwie można znaleźć dane wskazujące, że jednym ze skutków stosowania 

diety HS jest zwiększenie stężenia TMAO w osoczu [Bielińska i wsp., 2018, Liu i wsp., 2022]. 

Podwyższone stężenie TMAO uznawane jest za czynnik ryzyka w rozwoju chorób sercowo-

naczyniowych [Wang i wsp., 2014] i ma stanowić łącznik między tymi chorobami a dietą 
bogatą w czerwone mięso [Koeth i wsp., 2013]. Wykazano, że wzrost stężenia TMAO w osoczu 
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o 5 μmol/l zwiększa ryzyko rozwoju nadciśnienia tętniczego o 9% [Ge i wsp., 2020]. Z kolei 

obniżenie stężenia TMAO w osoczu koreluje z obniżeniem wartości ciśnienia tętniczego. 

Przykładowo, zastosowanie probiotyków prowadziło do obniżenia stężenia TMAO w osoczu 

oraz obniżenia wartości ciśnienia tętniczego [Khalesi i wsp., 2014]. Co więcej, podawanie 

enalaprilu prowadzi do obniżenia poziomu TMAO w osoczu w nie do końca poznanym 

mechanizmie (prawdopodobnie przez zwiększenie tempa usuwania TMAO z moczem) [Konop 

i wsp., 2018]. Stężenie TMAO w osoczu zależne jest od: aktywności flory jelitowej, 

przepuszczalności bariery jelito-krew, tempa przemian TMA w TMAO w wątrobie oraz tempa 

wydalania TMA i TMAO z moczem [Ufnal i wsp., 2015]. Wysokie spożycie soli przez szczury 

prowadzi do znaczącej przebudowy mikrobioty jelitowej [Bielińska i wsp., 2018], jako że 

poszczególne odmiany bakterii różnią się znacznie tolerancją zasolenia środowiska.  

  Przedstawione w tej pracy wyniki nie potwierdzają wzrostu stężenia TMAO, ani jego 

prekursora TMA w osoczu szczurów otrzymujących  dietę wysokosodową.  Natomiast istotnie 

wyższy poziom TMAO w osoczu obserwowano u szczurów dwadzieścia osiem dni po zabiegu 

jednostronnej nefrektomii utrzymywanych na diecie standardowej (UNX-NS), u których 

poziom TMAO był około dwukrotnie wyższy niż u zwierząt bez nefrektomii (SHAM-NS, Ryc. 

14B). Możliwą przyczyną  wysokiego stężenia TMAO w osoczu tych szczurów odpowiada, 

przynajmniej częściowo, zmniejszona zdolność nerek do usuwania tej substancji z moczem. 

Zwiększoną produkcję toksyn pochodzących od bakterii jelitowych obserwuje się u pacjentów 

nawet z łagodną dysfunkcją nerek [Zupcic i wsp., 2023]. Tak więc  możliwe, że jednostronna 

nefrektomia, nawet bez diety wysokosodowej, jest w stanie zaburzyć mikroflorę jelitową. 
Chorobom nerek często towarzyszą zaburzenia motoryki jelit, które prowadzą do zmian 

w składzie flory jelitowej, a w efekcie do zaparć i aktywacji jelitowego układu 

odpornościowego [Nishiyama i wsp., 2019]. Zaburzenia jelitowe wycofują się w wyniku 

antybiotykoterapii. U osób z niewydolnością nerek oraz u zwierząt, których stan modeluje 

niewydolność nerek obserwuje się przesunięcie mikrobioty jelitowej w stronę rodzin bakterii 

posiadających wiele enzymów proteolitycznych, odpowiedzialnych za produkcję toksyn 

[Vaziri i wsp., 2013, Meijers i wsp., 2019]. Rodzi się jednak pytanie, czy taka zmiana 

mikrobioty może wystąpić u zwierząt po jednostronnej nefrektomii w ciągu czterech tygodni. 

Jest to interesująca obserwacja, na której można byłoby się skupić w kolejnym projekcie 

badawczym.  

Od pewnego czasu badacze zajmujący się niekorzystnym wpływem diety 

wysokosodowej na przebieg chorób autoimmunologicznych sugerują, że zasadniczą rolę 
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w etiologii tych chorób odgrywają procesy zainicjowane pod wpływem jonów sodu w układzie 

immunologicznym na poziomie przewodu pokarmowego. Wykazano, że zwiększenie stężenia 

sodu nie tylko pobudza proliferację komórek T, ale również powoduje ich niekorzystną 
polaryzację [Coimbra i wsp., 1995, Kleinewietfeld i wsp., 2013, Wu i wsp., 2013]. Z badań 

Kleinewietfelda i wsp., wynika, że wzrost stężenia jonów sodu pobudza różnicowanie mysich 

i ludzkich limfocytów Th17 i indukuje wysoce patogenny fenotyp, charakteryzujący się 
zwiększoną ekspersją receptora błonowego IL-23R i produkcją cytokin prozapalnych 

[Kleinewietfeld i wsp., 2013]. W tych badaniach wykazano także, że zwiększenie poziomu IL-

17 u myszy z doświadczalnym autoimmunoilogicznym zapaleniem mózgu i rdzenia (EAE), 

otrzymujących przewlekle dietę wysokosodowaą koreluje z pogorszeniem stanu 

neurologicznego zwierząt. W licznych badaniach nad przyczynami niekorzystnych efektów 

wysokiej podaży sodu w diecie wykazano, także u ludzi, udział patogennego fenotypu Th17 

[Aggarwal i wsp., 2003, Annunziato i wsp., 2009, Farez i wsp., 2015, Hernandez i wsp., 2015].  

Ciekawych wyników wskazujących na udział Th17 w zaburzeniach poznawczych 

obserwowanych u myszy na diecie wysokosodowej dostarczyły badania Faraco i wsp. [Faraco 

i wsp., 2018]. Wykazano w nich, że podawana przewlekle myszom dieta HS prowadzi do 

dysfunkcji śródbłonka naczyń krążenia mózgowego na skutek hamowania fosforylacji eNOS 

pod wpływem IL-17, a także do upośledzenia funkcji poznawczych. Co więcej, pokazano, że 

delecja genu kodującego IL-17 lub ogólnoustrojowe podawanie przeciwciał neutralizujących 

IL-17 zapobiega deficytom poznawczym związanym z dietą wysokosodową, natomiast 

podawanie rekombinowanej IL-17 odtwarza deficyty poznawcze u zwierząt karmionych dietą 
o standardowej zawartości sodu [Faraco i wsp., 2018]. Istnieją również dowody na to, że sód, 

oprócz bezpośredniego wpływu na polaryzację komórek T, zmienia niekorzystnie skład 

mikroflory jelitowej, ograniczając w niej udział korzystnych dla homeostazy bakterii z rodzaju 

Lactobacillus, co koreluje z aktywacją komórek Th17 [Wilck i wsp., 2017].  

W świetle dyskusji dotyczącej aktywacji toksycznego fenotypu komórek Th17 i IL-17 

pod wpływem diety wysokosodowej interesujące byłoby sprawdzenie czy neutralizacja IL-17 

u szczurów na diecie wysokosodowej zapobiegłaby dysfunkcji śródbłonka obserwowanej 

w naszych badaniach. 

6.4.2. Podwyższone stężenie syndekanu-1 w osoczu 

U szczurów, otrzymujących dietę wysokosodową SHAM-HS i UNX-HS obserwowano 

istotnie podwyższone stężenie syndekanu-1 (SDC-1) w osoczu (Ryc. 13). 
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Badania prowadzone na osoczu ludzkim wykazały, że wzrost stężenia SDC-1, związany 

z uszkodzeniem śródbłonka, prowadzi z czasem do zaburzeń mikrokrążenia, a w dalszej 

konsekwencji do niedotlenienia narządu i jego uszkodzenia w wielu stanach patologicznych 

[Suzuki i wsp., 2022]. Można  przypuszczać, że podwyższone stężenie syndekanu-1 (Ryc. 13) 

u zwierząt poddanych nefrektomii jednostronnej bez diety wysokosodowej (UNX-NS) jest 

wynikiem łagodnej dysfunkcji nerek, której efektem jest zaburzenie mikroflory jelitowej, 

która to, uwalniając większe ilości TMA (przekształcanego w wątrobie do TMAO), prowadzi 

do uruchomienia procesów uszkadzających śródbłonek naczyń. Jest to jednak uszkodzenie 

na tyle nieznaczne, że nie doprowadza ono do zmniejszenia odpowiedzi naczyń na napięcie 

ścinające (Ryc. 9) i zmiany reaktywności naczyń oporowych (Ryc. 6-8) w czasie 28 dni 

od zabiegu nefrektomii.  

6.5. Porównanie skuteczności terapii hipotensyjnej enalaprilem 

i chymostatyną 

Zwierzęta normotensyjne odpowiadają na zwiększenie podaży sodu w diecie 

obniżeniem aktywności ogólnoustrojowego układu renina-angiotensyna [Hodge i wsp., 2002]. 

Szczury SD, wykorzystane w niniejszym projekcie badawczym, również odpowiedziały 

na dietę wysokosodową obniżeniem stężenia Ang II w osoczu (Ryc. 10). Jednakże wpływ 

składników układu renina-angiotensyna na patologiczne procesy towarzyszące sodozależnemu 

nadciśnieniu tętniczemu wynika przede wszystkim z aktywności lokalnego (tkankowego) RAS, 

który odpowiada za zwiększenie obwodowego oporu naczyniowego [Rassler, 2010]. Dlatego 

w dalszym etapie badań zastosowano dwa różne blokery układu renina-angiotensyna: enalapril 

i chymostatynę. 
6.5.1. Odpowiedź MCA na podanie śródbłonkozależnego naczyniorozszerzającego ATP 

ulega normalizacji w efekcie stosowania obu inhibitorów 

Odpowiedź MCA na podanie ATP, obniżona u szczurów z sodo-zależnym 

nadciśnieniem tętniczym (Ryc. 8B), ulegała normalizacji w obu grupach szczurów, którym 

podawano enalapril, lub chymostatynę (Ryc. 17), chociaż żadna z podanych substancji 

nie polepszyła funkcji śródbłonka w zakresie podstawowego wydzielania NO, jak można 

sądzić po braku poprawy odpowiedzi na L-NAME.  

Biodostępność tlenku azotu może być obniżona na diecie wysokosodowej, 

jak wspomniano wcześniej, w wyniku zwiększonej produkcji ROS, co jest efektem 

wzmocnienia ekspresji oksydazy NADPH przez syntetyzowaną lokalnie Ang II [Adler i Huang, 

2004]. Reaktywne formy tlenu prowadzą do zmniejszania biodostępności NO przez 
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przeprowadzanie go w rodnik ONOO-. Zablokowanie lokalnie syntetyzowanej Ang II przez 

chymostatynę prowadziłoby więc do ograniczenia produkcji ROS. To zwiększałoby 

biodostępność NO, przez co odpowiedź na śródbłonkozależne rozszerzenie naczyń, 

wywoływane m. in. przez ATP, zostawałoby przywrócone (Ryc. 17B). Wydaje się jednak, że ta 

ścieżka jest mało prawdopodobna, jako że zależność napięcia wyjściowego naczynia od NO 

nie została przywrócona, niezależnie od zastosowanej dawki chymostatyny (Ryc. 18D). 

Podobna sytuacja występuje u szczurów, którym podawano enalapril – choć obserwowana jest 

normalizacja odpowiedzi MCA na ATP (Ryc. 17A), to wyjściowe napięcie tego naczynia nadal 

wykazuje obniżoną zależność od biodostępności NO (Ryc. 18C). Innym niż NO mediatorem 

relaksacji mięśniówki przez ATP są prostaglandyny [Mortensen i wsp., 2009, Crecelius i wsp., 

2011]. Być może więc normalizacja odpowiedzi MCA na podanie ATP, zarówno po podawaniu 

enalaprilu, jak i chymostatyny, zależna jest właśnie od prostaglandyn. Powszechnie wiadomo, 

że inhibitory ACE, w tym enalapril, działają protekcyjnie na bradykininę, która z kolei zwiększa 

syntezę prostaglandyn [Brown i wsp., 1996, Rodriguez-Garcia i wsp., 1999]. Bradykinina może 

być rozkładana zarówno przez ACE, jak i chymazę [Reilly i wsp., 1985], stąd zastosowanie 

chymostatyny może wywierać podobny efekt do enalaprilu – ograniczając degradację 
bradykininy prowadzić do zwiększenia tempa syntezy prostaglandyn. Co więcej, u myszy 

z sodo-zależnym nadciśnieniem tętniczym (2% NaCl w wodzie do picia przez 12 tygodni, 

wartość SBP wzrasta od 6. tygodnia) wykazano, że po dwunastu tygodniach wysokiej 

konsumpcji NaCl poziom PGE2 w osoczu jest znacznie wyższy niż u zwierząt kontrolnych 

[Kubota i wsp., 2022]. Obserwacja ta może z jednej strony świadczyć o prozapalnym działaniu 

diety HS, lecz być może świadczy także o nasileniu mechanizmu rozszerzania naczyń 

za pośrednictwem prostaglandyn. 

6.5.2. Odpowiedź GMA na podanie agonisty receptora AT1 ulega normalizacji 
tylko w efekcie podawania chymostatyny 

Odpowiedź GMA na podanie agonisty receptora AT1, nasilona u szczurów z sodo-

zależnym nadciśnieniem tętniczym (Ryc. 6A), została znormalizowana u szczurów leczonych 

chymostatyną, ale nie enalaprilem (Ryc. 16). Wydaje się więc, że bloker tkankowego RAS 

ma pewne przewagi, przynajmniej w naczyniach zaopatrujących mięśnie szkieletowe, 

nad blokerem osoczowego RAS. 

Inhibitory ACE („-prile”) prowadzą do zmniejszenia ekspresji receptorów AT1. 

Wykazano, że dieta wysokosodowa zbliżona warunkami do zastosowanej w badaniach 

stanowiących podstawę niniejszej rozprawy (4% Na w paszy, czas diety 5-6 tygodni) zwiększa 
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ekspresję AT1R w aortach szczurów Sprague-Dawley [Nickenig i wsp., 1998]. Podobnie u 

szczurów z nadciśnieniem DOCA-salt (sodo-zależne nadciśnienie tętnicze, w którym 

nefrektomii i podwyższonemu spożyciu soli towarzyszy podawanie steroidu zwiększającego 

retencję sodu w ustroju) obserwowano zwiększoną ekspresję ACE i AT1R w lewej komorze 

serca. Pięciotygodniowe podawanie chinaprilu prowadziło do znacznej redukcji ekspresji tych 

dwóch białek [Hara i wsp., 2001]. Wysokie spożycie soli (pasza z 3,15% Na+ przez 4 tygodnie, 

tj. w warunkach zbliżonych do tych zastosowanych w niniejszej rozprawie) spowodowało 

wzrost gęstości receptorów AT1 w aorcie oraz wybranych jądrach mózgu, ale zmniejszenie 

gęstości w nerce. Stosowanie inhibitorów ACE (trandolaprilu i lizynoprilu) przez cały okres 

ekspozycji na wysoką podaż sodu w diecie skutkowało zmniejszeniem gęstości receptorów 

AT1 w mózgu do wartości porównywalnych z grupą na paszy standardowej, a w aorcie i nerce 

do poziomów nieco niższych [Liang i Leenen, 2007]. Przykłady te pokazują, że sodo-zależne 

nadciśnienie tętnicze powoduje zwiększenie gęstości AT1R w wielu obszarach układu 

sercowo-naczyniowego, a stosowanie ACEi obniża ekspresję AT1R. Nie opisano jednak zmian 

w odpowiedzi naczyń oporowych na agonistę AT1R u szczurów leczonych wymienionymi 

wyżej ACEi. Jeżeli normalizacja gęstości AT1R jest wystarczająca dla normalizacji 

odpowiedzi naczyniowej na pobudzenie tego receptora, być może czternastodniowy okres 

podawania enalaprilu jest za krótki, by taką normalizację ekspresji AT1R wywołać. Możliwe 

też, że różne inhibitory ACE różnią się między sobą (np. przekraczaniem bariery krew-mózg 

[Glodzik i Santisteban, 2021], czy lipofilnością [Mortensen i wsp., 2008]), a przez to efekty ich 

działania są różne. Jednakże lizynopril posiada właściwości zbliżone do enalaprilu, stąd efekt 

stosowania tych blokerów powinien być do siebie zbliżony. 

Istotna rola AT1R w nadciśnieniu tętniczym może wynikać nie tylko ze zwiększonej 

ich ekspresji, ale także z ich zwiększonej aktywacji przez czynniki prozapalne i bodźce 

mechaniczne. W nadciśnieniu pierwotnym (samoistnym), jak i nadciśnieniu ciążowym, 

wykazano obecność autoprzeciwciał IgG, aktywujących AT1R (AT1-AA, ang. AT1 

autoantibodies). Mechanizm aktywacji receptora za pośrednictwem przeciwciał nie jest znany 

[Dragun i wsp., 2005]. Wykazano, że aktywacja AT1R na powierzchni limfocytów T uruchamia 

stan zapalny, co może prowadzić do nadciśnienia tętniczego [Silva-Filho i wsp., 2011]. AT1-

AA wykryto aż u 95% pacjentek z nadciśnieniem ciążowym, a miano tych przeciwciał 

pozytywnie korelowało z ciężkością choroby. Pacjenci z nadciśnieniem tętniczym i obecnością 
AT1-AAs reagują na podawanie kandesartanu większą redukcją ciśnienia krwi niż osoby 

z nadciśnieniem bez obecności AT1-AAs. Świadczy to o przyczynowej roli AT1-AA 

w rozwoju niektórych typów nadciśnienia tętniczego [Chan i wsp., 2014]. Wykazano także, 
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że receptory AT1 są aktywowane przez bodźce mechaniczne (zmianę naprężenia błony 

komórkowej) w sposób zarówno zależny, jak i niezależny od Ang II. Rozciąganie błony 

komórkowej powoduje uwolnienie Ang II zmagazynowanej w kardiomiocytach, a przez to 

aktywację AT1R ligandem. Zaobserwowano jednak, że samo rozciągnięcie błony 

kardiomiocytu jest w stanie aktywować AT1R bez udziału Ang II. Mechanizm takiej aktywacji 

AT1R nie został jeszcze poznany. Zjawisko aktywacji AT1R bodźcami mechanicznymi jest 

uznawane za potencjalną przyczynę hipertrofii mięśnia sercowego, stanowiącej powikłanie 

nadciśnienia tętniczego [Yasuda i wsp., 2008]. Rodzi się jednak pytanie, na ile te mechanizmy 

aktywujące AT1R mogą być zachowane w izolowanym naczyniu tętniczym.  

Obserwacja, że podawanie chymostatyny prowadzi do normalizacji odpowiedzi GMA 

na agonistę AT1R (Ryc. 16) sugeruje, że w zmiany w ścianie naczynia zaangażowany jest 

bardziej lokalny (tkankowy) niż osoczowy RAS. W nefropatii cukrzycowej i nadciśnieniowej 

u ludzi obserwuje się zwiększenie ekspresji chymazy w komórkach mięśni gładkich naczyń 

nerki [Huang i wsp., 2003, Cristovam i wsp., 2012]. Być może jest to zjawisko niekorzystne, 

a jego zablokowanie prowadzi do przywrócenia/utrzymania prawidłowych funkcji tej tkanki. 

W warunkach fizjologicznych receptor AT1, po stymulacji przez Ang II, ulega 

chwilowej internalizacji, koniecznej do ponownego uwrażliwienia AT1R na Ang II. W tym 

procesie dochodzi do wklęśnięcia błony komórkowej (powstania kaweoli), podczas którego 

AT1R oddziałuje z kaweoliną 1, głównym białkiem rusztowania kaweoli. Oddziaływanie 

to opóźnia ponowne uwrażliwienie AT1R na Ang II. Mechanizm ten zapobiega trwałemu 

zwężeniu tętnicy oporowej wywołanemu przez Ang II w warunkach prawidłowych [Czikora i 

wsp., 2015]. W stanach patologicznych ROS mogą rozkładać kaweolinę 1 [Potje i wsp., 2020]. 

ROS stymulują również aktywność enzymu sheddazy, zdolnego do degradacji składników 

glikokaliksu, co powoduje, że cząsteczki budujące glikokaliks (w tym syndekan-1) tracą 
zdolność do pośredniczenia między naprężeniem ścinającym a aktywacją eNOS. W efekcie 

biodostępność NO obniża się [Potje i wsp., 2020]. U chomików z cukrzycą typu 1, podawane 

drogą pokarmową inhibitory chymazy TEI-E00548 i TEI-F00806 zmniejszyły poziom 

ekspresji NOX4 (jednej z oksydaz NADPH), zmniejszając tym samym stres oksydacyjny 

[Maeda i wsp., 2012]. Być może chymostatyna w sposób podobny do innych blokerów 

chymazy obniża poziom stresu oksydacyjnego, a taki efekt jest nieosiągalny w przypadku 

stosowania enalaprilu. 
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6.5.3. Terapia hipotensyjna chymostatyną jest bardziej skuteczna niż enalaprilem  

Zarówno terapia enalaprilem, jak i chymostatyną prowadziła do obniżenia ciśnienia 

tętniczego krwi (Tab. 6). Jednak tylko terapia chymostatyną, w przeciwieństwie do terapii 

enalaprilem, wiązała się z normalizacją obu badanych odpowiedzi: zarówno MCA na ATP, 

jak i GMA na podanie agonisty AT1R. 

Ani podawanie enalaprilu, ani podawanie chymostatyny nie spowodowało obniżenia 

ciśnienia tętniczego krwi do wartości wyjściowych (Tab. 4, 5, S2, S3). Jednakże redukcja 

wartości SBP była znaczna: o średnio 15,9 mmHg dla enalaprilu i 17,8 mmHg 

dla chymostatyny (dla najwyższych dawek obu leków; Tab. 6). Większość leków stosowanych 

w terapii nadciśnienia obniża SBP o ok. 10 mmHg, co prowadzi do zmniejszenia ryzyka 

wystąpienia incydentów sercowo-naczyniowych o jedną czwartą [Dimmitt i wsp., 2019], 

stąd takie obniżenie wartości SBP w efekcie podawania enalaprilu i chymostatyny można uznać 
za sukces terapeutyczny. Stosowanie innych ACEi w zwierzęcych modelach nadciśnienia 

tętniczego także nie prowadziło do całkowitego zniesienia podwyższonego ciśnienia krwi 

tętniczej [Liang i Leenen, 2007]. 

Z danych literaturowych wiadomo, że hipotensyjne działanie enalaprilu jest podobne 

zarówno na diecie wysokosodowej, jak i niskosodowej [Chrysant i wsp., 2000]. Chociaż 
w diecie wysokosodowej ogólnoustrojowy układ renina-angiotensyna jest hamowany 

przez wysoką podaż sodu w diecie, dodatkowe blokowanie tego układu enalaprilem sumuje się 
z efektem sodu. Hamując powstawanie Ang II, która działa na kanaliki nerkowe 

antydiuretycznie, enalapril ma działanie diuretyczne i natriuretyczne [Konop i wsp., 2018]. 

Stosowanie inhibitorów ACE u szczurów ze spontaniczną utratą nefronów i z podwyższoną 
podażą sodu w diecie działa protekcyjnie na nerkę [Vegter i wsp., 2012]. Ponieważ ACE 

rozkłada także bradykininę, stosowanie enalaprilu zwiększa naczyniorozszerzający potencjał 

bradykininy [Davie i wsp., 1999].  

Ani podawanie enalaprilu, ani chymostatyny nie wpłynęło na zwiększenie 

biodostępności NO (Ryc. 18, 19). Żadna z tych terapii nie poprawiła w istotny sposób 

odpowiedzi badanych naczyń na L-NAME (Ryc. 18). Podawanie inhibitorów ACE indukuje 

ekspresję eNOS [Linz i wsp., 1999]. Z kolei podawanie inhibitorów chymazy prowadzi 

do obniżenia stresu oksydacyjnego [Maeda i wsp., 2012], co powinno przełożyć się na wzrost 

biodostępności NO. Być może czternastodniowy okres podawania enalaprilu i chymostatyny 

jest za krótki, by taka poprawa nastąpiła. Jednakże zarówno w stężeniu metabolitów NO, jak i 

odpowiedzi MCA na L-NAME (Ryc. 18C, D) wraz z rosnącymi dawkami enalaprilu 

http://rcin.org.pl



104 

i chymostatyny widoczny jest trend w kierunku wartości zbliżonych do tych w grupie UNX-

NS. Być może zwiększenie liczebności zwierząt w badanych grupach i wydłużenie 

doświadczenia wykazałoby nieznaczną poprawę w tych wskaźnikach. 

Do porównania skuteczności chymostatyny i enalaprilu w obniżaniu ciśnienia 

tętniczego krwi wykorzystano wskaźnik IC50 (ang. half maximal inhibitory concentration). 

Jest to wysokość dawki leku-inhibitora, przy której osiąga się połowę maksymalnego efektu. 

Im niższa wartość, tym wyższa skuteczność leku. Dawka IC50 dla odpowiedzi DBP 

na podawanie blokerów RAS wyniosła 3,512 mg/kg dla enalaprilu oraz 0,930 mg/kg 

dla chymostatyny (Ryc. 15). 

Jedną z przewag chymostatyny nad enalaprilem mogłoby być ochronne działanie 

względem glikokaliksu. Wykazano, że warstwa glikokaliksu potrafi się regenerować, nawet 

w czasie około tygodnia. Jednakże nadal nie określono, od czego ten proces zależy 

oraz czy odtworzony glikokaliks ma zachowaną prawidłową budowę [Milusev i wsp., 2022]. 

Wiadomo, że jednym z czynników uszkadzających glikokaliks są ROS [Lipowsky i Lescanic, 

2013], produkowane w dużych ilościach przez Ang II powstającą w tkance. U chomików 

z cukrzycą typu 1, podawane drogą pokarmową inhibitory chymazy TEI-E00548 i TEI-F00806 

obiżyły poziom ekspresji NOX4 (jednej z oksydaz NADPH), zmniejszając w ten sposób stres 

oksydacyjny [Maeda i wsp., 2012]. Być może chymostatyna ma tę przewagę nad enalaprilem, 

że jest w stanie efektywnie blokować lokalną produkcję reaktywnych form tlenu, co działa 

ochronnie na glikokaliks. Być może czternastodniowa terapia chymostatyną nie jest 

wystarczająco długa, by doprowadzić do regeneracji glikokaliksu. Wiadomo także, że chymaza 

prowadzi do zwiększenia przepuszczalności bariery jelito-krew, co odbywa się przez 

uszkodzenie złączy ścisłych między komórkami [Groschwitz i wsp., 2013]. Być może 

zastosowanie chymostatyny drogą pokarmową prowadzi do poprawy szczelności tej bariery 

i pozwala na regenerację glikokaliksu uszkodzonego w wyniku diety HS. Aby to potwierdzić, 
w przyszłych badaniach należałoby określić wpływ podawania enalaprilu i chymostatyny 

na stężenie SDC-1 w osoczu i sprawdzić jak w stosowanym przez nas  modelu wygląda sprawa 

aktywacji limfocytów Th17 pod wpływem wysokiej podaży sodu.  

Z przeglądu dostępnego piśmiennictwa na temat hipotensyjnego wpływu chymostatyny 

wynika, że  nie zawsze przynosi ona podobnie korzystne efekty. U szczurów SHR w wieku 

przednadciśnieniowym (6 tyg.) oraz z ustalonym nadciśnieniem tętniczym (16 tyg.) 

dwutygodniowe dożylne podawanie chymostatyny nie obniżyło ciśnienia tętniczego krwi 

[Baranowska i wsp., 2021]. Być może efekt chymostatyny na ciśnienie tętnicze zależny jest od 

drogi podawania i typu nadciśnienia tętniczego. 
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Przewlekłe hamowanie ACE lizynoprilem zwiększało ekspresję i aktywność chymazy 

w sercu [Wei i wsp., 2010]. Poza tym, podawanie łączne inhibitorów chymazy i ACE daje 

lepsze efekty niż podawanie wyłącznie inhibitorów ACE, co wykazano na poprawie czynności 

i struktury serca u gryzoni [Wei i wsp., 2010]. Terapia enalaprilem i terapia chymostatyną nie 

są więc wzajemnie wykluczające, a mogą działać synergistycznie. 

Biorąc pod uwagę dodatkowy efekt podawania chymostatyny, jakiego nie obserwowano 

w przypadku enalaprilu (normalizacja odpowiedzi na podanie związku naczyniokurczącego) 

oraz niższą wartość IC50 dla chymostatyny wnioskować można, że chymostatyna jest bardziej 

skuteczna jako środek hipotensyjny u szczurów z sodo-zależnym nadciśnieniem tętniczym 

niż enalapril.  

Należy jednak pamiętać, że ani chymostatyna, ani enalapril nie przyniosły poprawy 

funkcji śródbłonka – przynajmniej w zadanych ramach czasowych przeprowadzonych 

doświadczeń.  

  

http://rcin.org.pl



106 

7. Wnioski 

1. Wysoka podaż sodu w diecie wywołuje zmianę fenotypu obwodowych naczyń 

oporowych na pro-nadciśnieniowy.  

2. Dieta wysokosodowa upośledza podstawowe wydzielanie NO ze śródbłonka w związku 

z uszkodzeniem glikokaliksu.  

3. Tętnica środkowa mózgu jest bardziej wrażliwa na uszkodzenie w sodo-zależnym 

nadciśnieniu tętniczym niż tętnica obwodowa. 

4. Dysfunkcja śródbłonka wywołana dietą wysokosodową prowadzi do uruchomienia 

alternatywnych ścieżek odpowiedzi na naczyniorozszerzające substancje 

śródbłonkozależne. 

5. W rozwój sodo-zależnego nadciśnienia tętniczego włączone są lokalny i osoczowy układ 

renina-angiotensyna. 

6. Chymostatyna jest skuteczniejsza niż enalapril w obniżaniu ciśnienia krwi i odwracaniu 

zaburzeń regulacji obwodowych naczyń oporowych wywołanych przewlekłą dietą 
wysokosodową.  
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