mgr farm. Aneta Marta Sawicka

Udziat zmian naczyniowych w rozwoju
sodo-zalgnego nadcénienia tetniczego.
Porownanie skutecznosci inhibitoréw lokalnego i osoczowego
uktadu renina-angiotensyna w leczeniu tego typu nadiienia
Rozprawa na stoptenaukowy doktora

w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu
w dyscyplinie nauki medyczne

Promotor: prof. dr hab. Ewa Koiewska-Kotodziejska

Promotor pomocniczy: dr n. med. Krzysztof H. Olsahi

I/

Polska Akademia Nauk

Postpowanie w sprawie nadania stopnia doktora
w Instytucie Medycyny Déwiadczalnej i Klinicznej
im. Mirostawa Mossakowskiego PAN

Warszawa, rok 2023



Wyniki prezentowane w niniejszej rozprawie zostaly przedstawione
na nasgpujacych konferencjach naukowych i cesciowo wydrukowane w suplementach
do indeksowanych czasopism naukowych:

1. Uszyiska A, Olszyiski KH, Kozniewska E. Zmiany regulacji napia srodkowej
tetnicy mdzgu i ¢tnicy zaopatrujcej miesien szkieletowy szczura w warunkach zigzonej
podazy sodu i sodo-zal@ego nadanienia ttniczego. XXI Sympozjum Sekcji Kardiologii
Eksperymentalnej PTK, Rynia, 13-15.10.2016. Abstrakt opublikowan§andiologia Polska
74 (supl. VI), 2016, s.92, wygiienie ustne.

2. Uszyiska A, Olszyiski KH, Kozniewska E. Does long-lasting high sodium intake
predispose cerebral blood vessels to stroke? Comparison with sodium-dependent hypertension;
28th International Symposium on Cerebral Blood Flow, Metabolism and Function and the 13th
International Conference on Quantification of Brain Function with PET, Berlin, Niemcy, 1-4.
04.2017. Abstrakt opublikowany w:Cereb Blood Flow Metab; 37 (suppl. 1), 2017, s. 448-

449, sesja plakatowa.

3. Uszyiska A, Olszyiski KH, Kozniewska E. Participation of local and systemic renin
angiotensin system in blood pressure increase and in vascular changes in sodium-dependent
hypertension in rats. Kongres Polskiego Towarzystwa Fizjologicznego, Biatystok, 21-
23.09.2017; wysgpienie ustne.

4. Sawicka A, Olszfiski KH, Kozniewska E. Wptyw chymostatyny — inhibitora
tkankowego uktadu renina-angiotensyna rgnienie ttnicze i odpowiedzi naczyniowe w
szczurzym modelu sodo-zaleego nadcénienia ttniczego. XXIII Sympozjum Sekcji
Kardiologii Eksperymentalnej PTK, £6dz, 13-15.10.2018; wyi&nie ustne.

5. Sawicka A, Aleksandrowicz M, Kozniewska E. High salt intake promotes endothelial
dysfunction and impairs brain function. Role of immune system. XXVIII Kongres PTF,
Gdaisk, 15-17.09.2021, Abstrakt opublikowany wudnal of Physiology and Pharmacolqgy
vol. 72, (Suppl. 1): s. 74; wygiienie ustne.

Badania przedstawione w tej rozprawie byly finansowane z programu KNOW-
MMRC/KNOWO5 ,Udziat zmian naczyniowych w rozwoju sodo-zaleénego nadcsnienia
tetniczego” (2013-2017).



Podz ekowania

Pragne bardzo serdecznie pogkowaé¢ mojej promotor prof. dr hab. Ewie KoZniewskiej-
Kotodziejskiej za umozliwienie mi wykonania pracy doktorskiej oraz za 6nadz
merytoryczny, wyrozumiatos¢ i nieoceniong pomaoc.

Dziekuje takze promotorowi pomocniczemu dr n. med. Krzysztofavtigrtowi Olszyskiemu
za pomoc w przeprowadzeniu badas orazzyezliwosé, zaangazowanie i cierpliwosé
podczas pisania pracy.

Bardzo serdecznie d@=&iuje pracownikom Pracowni Neurochirurgii Doswiadczalnej
I Klinicznej dr n. med. Marcie Aleksandrowicz oraz dr n. med. tukaszowi Przykazie
za zyczliwosé | cenne wskazowki, a szczegolnie Marcie za pomeatizacii czsci badas.

Sowa podzkowania pragne ztozy rowniez moim Rodzicom i mojemu¢kbwi za pomoc
w opiece nad dzéeni podczas pisania pracy i wsparcie w trudnych mdasn



Spis tresci
S O S Z C Z NI . e e e e 7

SUIMIMIATY ettt ettt ettt e et e ettt e e ettt e e ettt e e e e ta e e e et e e e e s e e e et e e e et e e e et e e e et e e eebaneaeebneaesnnneenes 13
Lista SkrOtOW StOSOWANYCN W PIaCY .......ccevviriiiiiiiiiiie s i e e e e e e ee e e e e e e eeeeeeaetn s s e e e e e e e e esaeeeeeseeesnnnees 18
INNOWACYJNOSE FOZPTAWY ... eeeeeeeeeeeeeeeaeeetet s s et e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeebbnnsnnn e e e as 20

1.1.2. Regulacja nagtia sciany oporowych nacaykrwionosnych .............ccceecc..... 25
1.2. Nerka jako nagzl utrzymujCy homeostazSodoWd............ueeeeeeieeeeeeeereeeeeiieiiinnns 31
1.2.1. Formowanie moczu oraz diureza i NAHUICZA ..........oeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 31
1.2.2. Diureza i natriureza Z NASIUBNIA ........covviiiiieeieii e 32
1.2.3. Aparat przykbuszkowy i jego znaczenie dla homeostazy sodowe...... 33

1.3. Uktady renina-angiot@NSYNa ..........iiiieeee e eeeeee ettt e e e e e e e e e ee e eee b as 34
IORC T80 R U= 01| o = OO PPPPPPPP 35
I 2 AN g (o [ (=] 53 T Yo 1= o R RUSTR 36
1.3.3. ANQIOTENSYNA ... e e e e e e e e e e e e e eeeeennenannnas 36
1.3.4. Receptory dla angiotenSyny Il ...........ouveuiiiiiiiiiii e 36

1.3.5. Enzymy bigyce udziat w powstawaniu peptydow angiotensynowych.... 37
1.4. Wptyw diety wysokosodowej na uktady zaaraysane w regulagjcisnienia krwi .. 41

1.4.1. Zmiany w ukfadzie renina-angioteNSYNa ...........ccuuvvuuumeiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeesnennnnnns 41
1.4.2. Zmiany w ukfadzie WSPOICZUINYM ........uvreiiiiie e 41
1.4.3. Zmiany strukturalne i czynnosciowe w naczyniach krwionosnych................ 41
W o 11 0101 (=Y 4V oY= Lo = AV o = SR 44
3. Materialy 1 MELOAY .....cccoiiii e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeaaraar 46
T A [T < - R TP P PP PO PP PP PPPPPPPP 46
IV Sl =1 o1 =To Je [ 1NVT7 =T o =1 o F- U 47
3.2.1. Monitorowanie énienia ttniczego krwi i s§zenia jonOw sodu w osoczu .... 47
3.2.2. Zabieg jednostronnej nefrektomii lub nefrektomii pozorowane..................... 49
3.2.3. Pomiary w klatkach metabolicZnyCh .............ovvviiiiiiiiiii, 49
3.2.4. Podawanie substancji hipotensyjnych...........ccccccoiiiiiicciccc e, 49
3.2.5. Poréwnanie skutecznosci substancji hipotensyjnych............ccccceeeeee..... 50
3. 3. Badania CZYNNOKOWE EXVIVO .......uuuuuuuuiiieeeeeeeeaeeeereeeeeesestnsnnsnnnsaaaasaaaaeaaaaseessemmssnmnnnns 50
3.3.1. Pobranie nac#aykrwionosnych i krwi do dalszych analiz ........................ 50
3.3.2. Przygotowanie naazylo bada.............oooviiiiiiiiiiiiiieeeee e 51
3.3.3. Potwierdzenieyivotnosci wyizolowanego Naczynia................... e eeo.. D2
3.3.4. Badanie reaktywnosCi GMA I MCA ... ..o e s 53



3.4. Analiza probek 0SOCZA I MOCZU .......ccceiiiiiieiiiiiieeee e e e e e e e e e e e e e e eeeeees 54
3.4.1. Pomiary gtenia jondw sodu w 0soczu i moczu, zbieranych w doswiadczeniu

(o a1 o] a1 To74 0}/ o 1 1P 54

3.4.2. Analiza osocza zebranego w chwili uspienia terminalnego.............ccccevvvvvnns 55
3.5. ANAlIZA STALYSLYCZNA .....cceiiieieeiieeit et e e e e e e e e e e e b 56

YT Y o TS UPPPPPPPRN 57

4.1. Wplyw 28-dniowej diety wysokosodowej na wybrane parametry fizjologiczne w

badanych grupach ZWIGHZ..............ooooiiiiiiiiiii s 57

4.1.1. MaSaA Clata ZWIBHE. ........oieei i i e e e e e e e e e e e e e e aeeeeaaennens 57

4.1.2. Zmiany dnienia ttniczego krwi i s¢zenia Sodu W 0SOCZU.............eeeeeeeeennnn. 57

4.1.3. Pomiary dobowe w klatkach metabolicznych: gp@z wody, diureza i

QT LU BT PPPPPPPUPPPPR 59
4.2. Wptyw wysokiej poday sodu i sodo-zal@ego nadaénienia ttniczego na reaktywnosé

izolowanych naczyKrwionosSNYCh ............ccoiiiiii i 61

4.2.1. Odpowiedz na substancje NACZYNIQZARACE .............uueeeeeieeeeeeeeaeeeeeennnnnns 61.

4.2.2. Odpowiedz na srédbtonkozatee substancje naczyniorozszesza............. 65

4.2.3. Odpowiedz na zablokowanie syntazy tlenku azotu .... .. eeeeeeeeeennnnn.. 67

4.3. Analiza osocza zwiegizz na diecie wysokosodowej i z sodo-zalm nadcinieniem
L1 0T [074) 1 SRS 68

4.3.1. Pomiar gtenia wybranych substancji czynnyCh ..........cccceeeiiiiiviiiieiiinnnnn, 68

4.3.2. Pomiar stenia wybranych wskaikow uszkodzenia glikokaliksu i
toksycznych metabolitow bakterii jelitowyCh............oooviiiiiiii e, 71

4.4. Odpowiedz zwiert z sodo-zalenym naddnieniem ¢tniczym na przewlekie
podawanie enalaprilu lub chymoStatyny ... 73

4.4.1. Zmiany MaSY Clala .......ccevviiiiiiiiiiiiiie st e e e e e e e e e e e aeeeeaennnnne 73
4.4.2. Zmiany @nienia ttniczego i stzenia SOdU W 0SOCZU ........uvierieeeeeeeeeeeenn. 73
4.4.3. Poréwnanie hipotensyjnej skutecznosci enalaprilu i chymostatyny ............... 76

4.5. Wptyw enalaprilu i chymostatyny na reaktywnos¢ izolowanych na&eyionosnych
w sodo-zalenym nadcainieniu BNICZYM .........oouiiiiiiiiiiiiin e 77

4.5.1. Odpowiedz GMA na podanie naczyniokuamgo agonisty receptora AT1..77
4.5.2. Odpowiedz MCA na podanigddbtonkozalenego naczyniorozszerazapgo

N I P PPEPUPPUPRPP 79
4.5.3. Odpowiedz GMA i MCA na zablokowanie syntazy tlenku azatu........... 80
4.6. Analiza osocza zwiegz z sodo-zalenym nadddnieniem ¢tniczym otrzymugcych
enalapril lub ChymMOSLAtYNE .........ovvviiiiiieii e 81
4.6.1. Pomiar gtenia metabolitdw NO ..o ccceee e, 81
S 1 o] (=10 0= o | PRSP U RPN 82
. POASUMOWEANIE WYNIKOW........uiiiiiiiiiiiiiiiiee et e e e e e e e e e e e e e e e e s nnnnneeeneees 84
D £ (U £ - 87

6.1. MOAEI DAJAWCZY ... 87



6.2. Jony sodu jako niezaley czynnik ryzyka uszkodzenia nagzy...............cccceeeeeeeeeee. 88

6.2.1. Zwekszenie wraliwosci GMA na zwigzki naczyniokurcgce u zwierat na
dieCie WYSOKOSOUOWE] .......ccoiiiiiiiiiiiiitii s e ettt e e e e e e e e e e e e e eeeeeesnenes 88

6.2.2. Diecie wysokosodowej nie towarzyszy wzrostestia sodu w 0soczu ......... 89

6.2.3. Obnienie biodosipnosci NO u zwierzt na diecie wysokosodowej a odpowiedz
tetnic oporowych narddbtonkozalene substancje naczyniorozszetea,............. 90

6.3. Sodo-zalene naddinienie ttnicze jako czynnik zaburzgly reaktywnos¢ nacay... 94

6.3.1. Zastosowany model sodo-zalego nadeénienia ttniczego okazat gi
S (01 (=T o4 1)V 94

6.3.2. S¢zenie sodu w osoczu szczurow z sodozalen nadcinieniem gtniczym
POZOStA0 PraWIAIOWE ......oveiiiiiiiee e as 94

6.3.3. Sodo-zalme naddinienie a wraliwos¢ naczyi oporowych na substancje
NACZYNIOBKEYWIE ...ttt e ettt r e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeseeebbnnnnn s 95

6.4. Potencjalne przyczyny uszkodzenia srodbtonka maczy..........cccceeeeeevieeeeeeeeeennnee, 96
6.4.1. Wzrost szenia TMAO w osoczu zwiest na diecie wysokosodowe........... 96
6.4.2. Podwyszone stzenie syndekanu-1 W 0SOCZU ..............oevseemmmmeeeevvvvvennnn. 98

6.5. Porownanie skutecznosci terapii hipotensyjnej enalaprilem i chymastatyn....... 99

6.5.1. Odpowiedz MCA na podaniddbtonkozalenego naczyniorozszeraapgo
ATP ulega normalizacji w efekcie stosowania obu inhibitoroOw.............ccccceeeeeeeeen. 99

6.5.2. Odpowiedz GMA na podanie agonisty receptora AT1 ulega naaopli
tylko w efekcie podawania ChymoStatyny ... 100

6.5.3. Terapia hipotensyjna chymostatyest bardziej skutecznazneénalaprilem 103
AL 0] TSR 106
ST o 0 1= ] o1 Yo TSRS 107



Streszczenie

Dieta wysokosodowa jest jednym z istotnych czynnikow ryzyka rozwoju choréb uktadu
sercowo-naczyniowego, w tym nalienia ttniczego, zaburze kognitywnych i udaru
mozgu. Mechanizm lecy u podtoza wzrostu émienia ttniczego pod wptywem wysokiego
spozycia sodu nie jest do konca poznany. Wiadome, dieta wysokosodowa prowadzi
do wzrostu dnienia ttniczego w przypadku dysfunkcji nerek lub w przypad&odo-
wrazliwosci, zjawiska obserwowanego u 30 % populacjiwaecie. Przez diugi czas uweno,
ze sodowraliwos¢ zwigzana jest z zaburzeniem funkcji nerki, oraz z nadmiaktywacj
osoczowego ukladu renina-angiotensyna-aldosteron (RAAS). Kluczowym enzymem
aktywujgcym ten uktad jest renina — enzym proteolityczny waiizany w aparacie
przykiebuszkowym nerki — katalizggy przeksztatcenie angiotensynogenu o0soczowego
w angiotensyne |, ktéra pod wplywem enzymu konwedego (ACE) ulega przemianie
w angiotensyne Il (Ang II). Angiotensyna Il za gednictwem receptorow btonowych AT1R
wywiera w organizmie wiele dziataprowadacych do wzrostu énienia ttniczego krwi.
Jednym z nich jest silne dziatanie kugce mesnie gtadkie nacaykrwionosnych, prowadzce
do wzrostu catkowitego oporu obwodowego. Wyniki haddoswiadczalnych ostatnich
dzieskcioleci nad wptywem diety wysokosodowej na uktagizkenia zwrdcity uwag badaczy
na naczyniowy uktad renina-angiotensyna (RAS). Jest to jeden z ukladow tkankowych,
w ktérym Ang | jest przeksztalcana w Ang Il lokalnie, pod wptywem proteaz serynowych
takich jak chymaza i elastaza-2, blokowanych chymostatyna. Koncepcja aktywacji RAS pod
wptywem diety wysokosodowej spowodowata przestiei punktu atzkosci bada nad
przyczynami sodo-zakmego nadeénienia ttniczego w kierunku ukiadu naczyniowego.
Badanie zmian naczyniowych w kontekscie przyczyn sodazzalgp nadénienia ttniczego
stato sk jeszcze bardziej zasadne, kiedy wykazamopodwyszenie sizenia jondw sodu
w srodowisku zewnatrzkomorkowym powoduje zmniejszenie Aimasci  komorek
srodbtonka na odksztatcenie mechaniczne (sztywnieadbtonka) i zmniejszenie wydzielania
tlenku azotu (NO) w odpowiedzi na napenie scinajgce. Konsekwengj takich zmian
w obwodowych oporowych naczyniach krwionosnych jest wzrost catkowitego oporu
obwodowego (TPR) i zwkszenie cinienia ttniczego krwi. Natomiast, w naczyniach
krazenia mdzgowego, zmniejszenie wydzielania NOg¢ksza ryzyko wysipienia zaburze
poznawczych, powstania zatoréw wewnatrznaczyniowych i moze prowddaidaru mézgu.

Na podstawie badain vitro postuluje s, ze u podstaw zmian czynnosciowych

obserwowanych w naczyniach krwionosnych pod wptywentkszonego stzenia jonow sodu
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lezy uszkodzenie warstwy glikokaliksu, pokrywegjsrédbtonek od strony wnetrza naczynia.
Glikokaliks zapobiega nie tylko adhezji elementéw komaorkowych krvdoiny naczyniowej,
ale stanowi rownig bufor dla jonéw sodu (moze waat je w swojej strukturze) i jest
czujnikiem napicia scinania, od ktérego zatg toniczne wydzielanie tlenku azotu
ze $rédbtonka naczyniowego.

Mechanizm niekorzystnego dziatania diety wysokosodowej na reguhagkcia
sciany naczy krwionosnych nie zostat w petni poznany. Badania wptywu riatdmj poday
sodu i sodo-zalenego nadanienia ttniczego na regulagjoporu nacz§ krwionosnych
sa fragmentaryczne, a wnioski dotyce tego zagadnieniag sczsto wyprowadzane
na podstawie wynikéw uzyskanych z badaa hodowlach komérek wchagtzich w skiad
sciany naczy krwionoénych. Nie wiadomo, w jakim stopniu zmiany powst& w naczyniach
oporowych w przebiegu sodo-zalego nadsnienia ttniczego § uwarunkowane zwkszong
podaza sodu w diecie, a w jakim samym nagheeniem. Nie wiadomo rownie czy, i w jakim
stopniu, naczyniowy uktad renina-angiotensyna bierze udziat w powstawaniu lub utrzymaniu
sodo-zalenego nadenienia ttniczego. Zbadanie tego ostatniego zagadnienia wydaj
szczegOlnie istotne z punktu widzenia pewnych problemoéwazamych z leczeniem
nadcknienia ttniczego za pomacinhibitorow ACE. Diugotrwate leczenie za pomdekow
z tej grupy traci skutecznos¢ u okoto 15% pacjentow. Zjawisko to nosi ¢rgagieczki
angiotensyny” (angangiotensin escape) i charakteryzuje si postpujacym zwkkszaniem
osoczowego skenia Ang Il mimo kontynuacji leczenia. W z@&ku z tym, ze wszech miar
zasadne wydaje siposzukiwanie lekéw hamagych powstawanie angiotensyny Il w sposéb
niezalezny od inhibitoréw ACE.

Osobnym, takze bardzo waym zagadnieniem, jest wptyw nadmiernego yp@z sodu
— istotnego czynnika ryzyka udaru mézgu — na regelaapecia ttnicy srodkowej mozgu.
Jest to naczynie krwionosne, ktérego niedros¢ jest najcgstsz przyczyng udaru
niedokrwiennego, a zaburzenia regulacji moga prow@adaideficytow poznawczych. Wptyw
diety wysokosodowej i sodo-zaleego nadéhienia ttniczego na mechanizmy regulacji
napkcia tej ttnicy nie byt systematycznie badany.

W zwigzku z powyszym @&lem pracy byto sprawdzenie nagpujacych hipotez
1. Dlugotrwale stosowana dieta wysokosodowa wywotuje zmiany czynnosciowe:

I. w obwodowych naczyniach krwionosnych typu oporowego agoeajstotny wptyw

na rozwo¢j sodo-zalaego nadenienia ttniczego; ii. w ¢tnicy srodkowej mozgu,

prowadzc do zaburzenia srodbtonkozaheej regulacji kgzenia moézgowego;



2. Dtugotrwale stosowana dieta wysokosodowa wptywa niekorzystnie na mikrobiot
jelitowa, prowadzac do nadmiernej produkcji trimetyloaminy (TMA) i jaflenowane;j
pochodnej TMAO;

3. Rozwoj sodo-zalenego nadaghienia ttniczego jest zwizany zaréwno z pobudzeniem
0soczowego, jak i lokalnego uktadu renina-angiotensyna,

4. Inhibitory chymazy s skuteczniejsze w leczeniu sodo-zalego nadénienia

tetniczego nik inhibitory osoczowego enzymu konweHtggo angiotensyn

Badania byly finansowane z programu MMRC-KNOW/KNOW 05: ,Udziat zmian
naczyniowych w rozwoju sodo-zaleego nadenienia ttniczego”. Na przeprowadzenie bada
otrzymano zgod IV Lokalnej Komisji Etycznej ds. Badana Zwierztach Doswiadczalnych
(zezwolenia nr: 05/2014, WAWZ2/076/2018, WAW2/075/2018). Przeprowadzono je na
139 etnicachsrodkowych mozgu i 13%&tnicach zaopatragych mesien smukty, izolowanych
z samcOw szczurdw szczepu Sprague-Dawley (SD) o masie ciata okoto 300g. Szczury
utrzymywane byty przez 28 dni w otwartych klatkach z wolnymegbesh do pokarmu i wody.
Pokarm stanowita karma granulowana o standardowej (NS) lukgronej (HS) zawartosci
sodu. Ogotem wto 140 zwierat.

Utworzono nasipujace grupy doswiadczalne: 1. SD z pozorowanefrektoma
na diecie NS (SHAM-NS) — grupa kontrolna 1; 2. SD z pozorowana nefrektwardiecie HS
(SHAM-HS); 3. SD z jednostronng nefrektaggma diecie NS (UNX-NS) — grupa kontrolna 2;

4. SD z jednostronng nefrektognina diecie HS (UNX-HS) — model sodo-zalego
nadcgnienia ttniczego; 5. UNX-HS otrzymage enalapril (UNX-HS+Enal), 6. UNX-HS
otrzymupce chymostatyne (UNX-HS+Chym).

Jednostronng operacjnefrektomii (pozorowanej nefrektomii w grupie szcau
SHAM) wykonywano w sterylnych warunkach w znieczuleniu (ketamina 50 mg/kg i ksylazyna
7,5 mg/kg, i.p.). Okolice miejsca nacia byly golone i dezynfekowane. Otwierano gam
brzuszng przez nagtie boczne, a otaczame tkanki oddzielano, aby odsténinerke
Po oddzieleniu i podwizaniu peczka naczyniowego i moczowodu, geukuwano. Operag]
pozorowanej nefrektomii przeprowadzano w ten sam sposéb, ale bezagppdania
I usuwania nerki. Po zabiegu/zabiegu pozorowanym zangwano. W celu ztagodzenia bolu
pooperacyjnego, stosowano Metacam (0,2 mg/kg, s.c.). Zst@éeamieszczano ponownie
w klatkach bytowych i obserwowano do czasu petnego wybudzenia z narkozy.

Podczas trwania diety raz w tygodniu prowadzono pomidryesiia ttniczego krwi
metody nieinwazyjna (system lITC Life Sciences Blood Pressure, Woodthlts] CA, USA).



Oznaczano réwnieskzenie jondw sodu w osoczu krwi pobieranejyly ogonowej (fotometr
PFP7/C, Jenway Ltd, Stone, Wielka Brytania).

W celu pobrania krwi do oznaazebiochemicznych oraz naazykrwionosnych
do bada ex vivo zwierz znieczulano mieszaning M0 (30%/70%) zawieraga
5% izofluranu. Po sprawdzenite zwierz nie cofa tapy w odpowiedzi na ucisk, wykonywano
dekapitacg za pomog specjalnie do tego celu przeznaczonej gilotyny. dvimg krew
wyptywajaca z naczyi szyjnych pobierano do probdéwek i wirowano, zebras®cze
zamraano w temperaturze -80C. Mézg wyjmowano w czasie krétszymznB min
od dekapitacji i umieszczano w jalowym roztworze 0,9% NaCl o temperaturze 4 °C. W tym
samym czasie pobierano odpowiednie wycinkésmia smukiego, umieszczano je w takim
samym roztworze jak mézg. Nephie izolowano po jednegthicy kazdego rodzaju —tnice
zaopatrujcag miesien smukty (GMA) i ttnice srodkows mézgu (MCA) — i umieszczano je
w komorach arteriografu, wypetnionych roztworem soli fizjologicznej buforowanej kwasem 3-
(N-morpholino)-propanesulfonowym (MOPS-PSS) z dodatkiem 1% dializowanej albuminy
wotowej, w ktérych prowadzono badania czykeiowe. Pozostatetnice mrozono w suchym
lodzie i przechowywano w temperaturze °80

Po przeniesieniu do komory arteriografu, naczynie kaniulowano za posa&lane]
kapilary i perfundowano (MOPS-PSS). Perfuzja odbywaka mdd statym cinieniem
hydrostatycznym, uzyskanym @ki umieszczeniu zbiornika zawiegaggo bufor do perfuzji
odpowiednio wyej niz zbiornik, do ktérego odptywa bufor z perfundowanegazynia. Ptyn
na zewnatrz naczynia (MOPS-PSS), o temperaturze 37 °C i,$4hkvymieniano w tempie
20 ml/min przy uyciu pompy perystaltycznej. Naczynie obserwowanoy gs@mocy toru
wizyjnego ztozonego z kamery i monitora telewizyjnegrednic: naczynia mierzono
bezposrednio na ekranie monitora. Podczas fazy stabijizgjoyynosacej 60 minut naczynie
nabierato nagicia miogennego.

Badano odpowiedzi GMA i MCA na podanie: i) substancji naczyniolgayeh:
agonisty receptora AT1 (ATdon 5 x 10°°M, 10° M, 5 x 10° M, 108 M) i endoteliny-1 (ET-
1, 10°M, 5 x 109 M, 10° M, 5 x 10° M, 108 M); ii) substancji o zatenym odsrédbtonka
dziataniu naczyniorozszeraaym: acetylocholiny (ACh, 1&6M 108 M, 5 x 108 M, 107 M,
5 x 10’ M) w przypadku GMA i adenozyno-Frifosforanu (ATP 1¢ M, 5 x 10 M, 107 M,
5 x 10" M, 10° M) w przypadku MCA,; iii) inhibitora syntazy tlenku azotu — ester metylowy-
nitro-L-argininy (L-NAME, 10° M) w celu zbadania udzialtu NO w utrzymaniu raj

podstawowego badanych naéz\ATP podawano do wewnatrz naczynia, pozostateazivi
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podawano zewnatrznaczyniowSrednica GMA i MCA byta mierzona po 5 (AZg), 15
(ACh, ATP, ET-1) lub 30 minutach (L-NAME) po podaniu badanej substancji.

W dalszych doswiadczeniach, pobierano GMA i MCA od zwjezz sodo-zalenym
nadcgnieniem UNX-HS, ktorym przez 14 dni podawano subgtahipotensyjne — enalapril
lub chymostatya. Na tych naczyniach badano awki testowe, w przypadku ktorych
obserwowano nieprawidtayweakcg w grupie nieleczonych UNX-HS; tak ¢d powtorzono
badanie dawka - odpowiedz na podanie: &fw przypadku GMA, ATP w przypadku MCA
oraz odpowiedz na podanie L-NAME w przypadku obu naczy

Schemat podawania substancji hipotensyjnych wdafl nas¢pujaco — u szczurow
z nefrektoma na diecie HS po 2 tygodniach diety podawano praed&ne tygodnie w wodzie
do picia enalapril w dawkach 5, 10, 20, 40 mg/kg (grupy UNX-HS+Enal) lub chymostatyne
w dawkach 1, 2, 4, 6 mg/kg (grupy UNX-HS+Chym).

Ponadto, raz w tygodniu przez caly czas trwania doswiadczenia w Kklatkach
metabolicznych (Tecniplast Gazzada, Buguggiote, Witochy) wykonywano pomiary natriurezy,
dobowej diurezy i dobowego spaia wody. S¢zenie jondw sodu w 0SOCzu 0znaczano przy
uzyciu fotometru ptomieniowego (PFP7/C, Jenway Ltan®t{ Wielka Brytania).

W prébkach osocza pobranych po 28 dniach, na zakonczenie doswiadczenia, oznaczano
poziom angiotensyny Il, syndekanu-1, TMA i TMAO oraz ADMA.

Do analizy statystycznej danych stosowano test jednoczynnikowej analizy wariancji
(ANOVA) i test wielokrotnych poréwnaTukey'a (porownania mdzygrupowe) lub test t-
Studenta. Prawdopodokistwo nie przekraczage wartosci p < 0,05 uznawano za istotne
statystycznie.

Uzyskano nasgpujace wyniki:

1. U zwierat z wysolky podaa sodu w diecie nie obserwowano zmiagrshia jonow

sodu w osoczu. Pomimo to, odpowiedz na podanie L-NAME byta zmniejszona
zaréwno w przypadku GMA, jak i MCA, co wskazuje na dysfuakopdbtonka.

2. Dieta wysokosodowa prowadzita do zksézenia odpowiedzetnicy zaopatrujcej

miesien smukly na substancje naczyniokwoz - agonist AT1R oraz endoteline-
1, przy czym odpowietd GMA na podaniesrodbtonkozalenej ACh nie ulegta
zmianie.

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

substancji naczyniokurgeych - agonisty AT1R oraz endoteliny-1 ani substiancj

naczyniorozszerzagej — srodbtonkozalsmego ATP.
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. U zwierat z wysoka podzs sodu w diecie w osoczu krwi obserwowano
zmniejszenie gtzenia azotyndw i endogennego inhibitora syntaz N@MA oraz
zwiekszenie wskanika uszkodzenia glikokaliksu — syndekanu-1.

5. Wysoka poda sodu w diecie spowodowata wyra tendengj do zwikszenia
stezenia toksycznych metabolitéw bakterii jelitowych TMAMAO w osoczu.

6. U zwierat z sodo-zalenym nadanieniem ¢tniczym UNX-HS zaobserwowano
zwiekszenie wraliwosci GMA na naczyniokurcgea endoteline-1, w poréwnaniu
z wrazliwoscia GMA w grupie SHAM-HS na diecie wysokosodowej bez
nadcgnienia.

7. U zwierat z sodo-zalenym naddnieniem gtniczym UNX-HS obserwowano
znaczne  zmniejszenie  wiavosci MCA na  podanie  substancji
naczyniorozszerzagej i srédbtonkozalenej jaka jest ATP.

8. Chymostatyna byta bardziej skuteczna w abniu cknienia ttniczego krwi
niz enalapril.

9. Chymostatyna, w przeciwistwie do enalaprilu, normalizowata zate@s¢ dawka-
odpowiedz dla agonisty receptora AT1.

10. Zadna z badanych substancji o dziataniu hipotensyjnignpoprawita odpowiedzi
na podanie L-NAME.

Podsumowupc, przedstawione w niniejszej rozprawie wyniki badaskazui,
ze podwyszona podasodu w diecie, nawet §i nie towarzyszy jej wzrost stenia jonéw
sodu w osoczu i nadaiienie, prowadzi do dysfunkcgrédbtonka. Dysfunkcjarodbtonka
dotyka zaréwno obwodowe, jak i mézgowe naczynia oporowe. Ponadto, dieta wysokosodowa
nasila odpowiedz na substancje naczyniokasezw obwodowych, ale nie mdzgowych
naczyniach oporowych. W rozwoju sodo-zalego nadenienia ttniczego biog udziat
zarébwno osoczowy jak i tkankowy uktad renina—angiotensyna, jednakze blokowanie uktadu
tkankowego wydaje si by¢ bardziej skuteczne w obm@niu  cinienia ttniczego

niz blokowanie uktadu 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 Il, 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 | is converted
to ANG Il 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 an 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 Il levels despite continued treatment. Therefore, it seems reasonable to
search for drugs that inhibit the formation of angiotensin Il 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 teghe 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, WAW?2/076/2018, 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
(ITC 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 vesseds ¥oro studies,
the animal was anesthetized with an O2/N20 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% NacCl solution

at 4 °C. 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 storefCat -80

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 °C, 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 (AT1Rgon 5 x 10°M, 10° M, 5 x 10° M, 108 M) and endothelin-1 (ET-1, 18 M, 5
x 10°M, 10-9 M, 5 x 1 M, 108 M); (ii) endothelium-dependent vasodilators: acetylcholine
(ACh, 10°M, 108 M, 5 x 10® M, 10" M, 5 x 10" M) for GMA and adenosine'#riphosphate
(ATP, 108 M, 5 x 108 M, 10" M, 5 x 10" M, 10° M) for MCA; iii) nitric oxide synthase
inhibitor - methyl-nitro-L-arginine ester (L-NAME, TOM) 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 (ATid), 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:fohlor 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. ori"ttay?28

were assayed for angiotensin Il, 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 ATl
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 skrotow stosowanych w pracy

20-HETE — kwas 20-hydroksyeikozatetraenowy (ang. 20-Hydroxyel cosatetraenoic acid)
ACE, ACEl1l - enzym konwertagy angiotensynetypu 1 (ang.Angiotensin-Converting
Enzyme)

ACE2 — enzym konwertggy angiotensyne typu 2 (angngiotensin-Converting Enzyme)
ACEi — inhibitory konwertazy angiotensyny (afmgiotensin-Converting-Enzyme inhibitors)
ACh — acetylocholina

ADMA - asymetryczna dimetyloarginina

AGT — angiotensynogen

Ang | — angiotensyna |

Ang Il — angiotensyna Il

AT1, AT1R — receptory typu 1 dla angiotensyny Il (ang. Angiotensin Il Type 1 Receptor
AT1Ragon— agonista receptora typu 1 dla angiotensyny Il (ang. Angiotensin Il Type 1 Receptor
Agonist)

AT2, AT2R — receptory typu 2 dla angiotensyny Il (ang. Angiotensin Il Type 2 Receptor
ATP — adenozyno-&rifosforan

Chym — chymostatyna

CO — pojemnos¢ minutowa (angagliac Output)

DBP — rozkurczowe énienie ttnicze krwi (angDiastolic Blood Pressure)

EDRFs — czynniki rozkurczowe pochodzenrm@dbtonkowego (angEndothelium-Derived
Relaxing Factors)

ELISA — test immunoenzymatyczny (arknzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

Enal — enalapril

ET-1 — endotelina typu 1

ETa — receptor typu A dla endoteliny

ETs — receptor typu B dla endoteliny

GMA — tetnica zaopatruca mesien smukty (ang. @acilis Muscle Artery)

HR — czstos¢ skurczéw sercagtho (ang. Hart Rate)

HS — dieta wysokosodowa (ang. High Salt gliet

IC50 — polowa maksymalnego ¢sénia hamujcego (ang. half-maximal inhibitory
concentration)

L-NAME — ester metylowy nitro-L-argininy (ang. Nitro-L-arginine Methyl Esjer

MABP —srednie cénienie ttnicze krwi (angMean Arterial Blood Pressure)

18



MCA — tetnica srodkowa mézgu (ang.ibitile Cerebral Artery)

MOPS-PSS - roztwér soli fizjologicznej buforowanej kwasem  3-[N-morfolino]
propanosulfonowym

MOPS-PSS-Alb — roztwor soli fizjologicznej buforowanej kwasem 3-[N-morfolino]
propanosulfonowym z dodatkiem 1% dializowanej albuminy wotowe;j

NA — noradrenalina

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

NS — dieta standardowa/normosodowa (ang. Normal Salj diet

Patp — stzenie ATP w osoczu

PGE2 — prostaglandyna E2

PGI2 — prostacyklina (prostaglandyna 12)

Pna— Stzenie jonow sodu w osoczu

RAS — ukiad renina-angiotensyna (ang. renin-angiotensin sygem

ROS - reaktywne formy tlenu (ang. Reactive Oxygen Spedies

SBP — skurczowe énienie ttnicze krwi (ang. $stolic Blood Pressure)

SHAM-HS — szczury z nefrektompozorowan (ang. iam) na diecie wysokosodowej (HS)
SHAM-NS - szczury z nefrektompozorowan (ang. ¥am) na diecie standardowej (NS)

SHR — szczury spontanicznie naghéeniowe (ang. [@ntaneously hypertensive rats)

SS — napyzenie scinajgce (angshear stress)

SV — obgtos¢ wyrzutowa (angstroke volume)

UNX-HS - szczury z jednostronnag nefrekt@miang. uninephrectomized) na diecie
wysokosodowej (HS)

UNX-NS - szczury z jednostronng nefrekt@miang. uninephrectomized) na diecie

standardowej (NS)
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Innowacyjnosé rozprawy

1. Temat — po raz pierwszy porownano efektywnosé¢ hipotensyjnego dziatania
inhibitoréw osoczowego (enalapril) i lokalnego (chymostatyna) uktadu renina-angiotensyna

w sodo-zalenym naddinieniu etniczym.

2. Po raz pierwszy przeprowadzono porownawcze badanie i wykazano réznice
we wptywie diety wysokosodowej i sodo-zaego nadenienia ttniczego na funkej
obwodowego oporowego naczynia krwionosnego, dmego udziat w regulacji catkowitego
oporu obwodowego i funkej naczynia krwionosnego mozgowego, od ktérego zale

odpowiednie zaopatrzenie mozgu w krew.

3. Wykazano,ze dieta wysokosodowger se zwigksza odpowiedz obwodowego
naczynia oporowego na substancje naczyniokiwez nie wywotuyyc takiego wptywu

na naczynie kgzenia mézgowego.

4. Wykazano, ze niekorzystny wptyw diety wysokosodowe] i sodo-zakgyo
nadcinienia ttniczego na struktgr i funkcje naczyi krwionosnych nie jest zwrany

bezposrednio ze wzrostenmegenia jondw sodu w 0soczu.

3. Wykazano,ze chymostatyna, w przeciwistwie do enalaprilu, normalizuje
odpowiedz etnicy obwodowej szczuréw na diecie wysokosodowej isado-zalenym
nadcgnieniem ¢tniczym na substancje naczyniokuycg, co stanowi istotna przyczyna,
jej skuteczniejszego dziatania hipotensyjnego w szczurzym modelu sodoegmle

nadcgnienia ttniczego.
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1. Wstep

Cisnienie ttnicze krwi jest jednym z podstawowych parametroarakteryzujcych
uktad kmzenia wykorzystywanych w diagnostyce medycznej. Uthagie widciwego
cisnienia ttniczego jest konieczne do prawidtowego ukrwienent i nargdow, a przez to
ich optymalnego utlenowania, tempa dostarczania substratdbw energetycznych i budulcowych,

a takze tempa odbierania metabolitow.

Cisnienie krwi w uktadzie naczyniowym zalee jest zaréwno od pracy serca, jak i od
stanu napgcia scian naczy krwionosnych. Im mniejsza jestednica naczynia krwionosnego,
tym wiekszy opoér stawia ono ptyoej krwi. Suma oporu nac#iytetniczych nazywana jest
catkowitym oporem naczyniowym (TPR — angtal peripheral resistance). Szczegdla role
w ksztattowaniu TPR maj arteriole — mate naczyniacthicze o silnie rozbudowanej
migsniowce gtadkiej, ktore dzki niej potrafg zmieni& srednie swojegoswiatta w duym

zakresie.

Cisnienie ttnicze opisuje si uzywajac kilku wartosci mierzalnych. Gnienie
rozkurczowe (DBP, angdiastolic blood pressure) to najnizsze cénienie panujce w aorcie
w chwili rozkurczu komér serca. WartoE¥BP jest wprost proporcjonalna do TPRsrienie
skurczowe (SBP, angsystolic blood pressure) to szczytowe @&hienie panujce w aorcie
w chwili skurczu komoér. Wartos¢ SBP jest beZpanio powszana z pojemnosgiminutowg
serca (CO, angcardiac output) — gdy CO rosnie, SBP takze rosnie. Wartos¢ SBP jest takze
zalezna od podatnosci aorty na rogganie — obrienie podatnosci aorty prowadzi do wzrostu
SBP. Z warto€i DBP i SBP wyliczane jestrednie cénienie ttnicze (MABP, ang.mean

arterial blood pressure) podczas cyklu pracy serca:

(1) MABP = DBP + 1/3 x (SBP — DBP)

Wartos¢ MABP jest w¢c zawsze bardziej zlatbna do DBP ri SBP. Znajc zmienne
ksztattupce wartosci DBP i SBP mozna stwierdzte srednie cénienie krwi ttniczej (MABP)
jest pochodna pojemnosci minutowej (CO) i catkowitego obwodowego oporymagvego
(TPR):

(2) MABP = CO x TPR
Czynnik, ktory zwgksza wartos¢ CO lub TPR, zeksza takze MABP. W warunkach
prawidtowych zmiana CO jest kompensowana zmiana TPR i odwrotnigki @zemu wartosi
cisnienia ttniczego krwi mog by¢ utrzymywane na wzgtinie statym poziomie. Wielkos¢ CO
i TPR moze b§ regulowana niezakmie od siebie, chowiele mechanizméw prowagzych
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do utrzymania optymalnegosaienia ttniczego krwi reguluje réwnolegle obie te wielkosci
[Chaudhryi wsp., 2023].

Utrzymanie statych wartosci @ienia krwi ttniczej zaley od mechanizmow
odruchowych, zwjzanych z aktywnosegi autonomicznego uktadu nerwowego, oezshia
we krwi substancji naczynioaktywnych (ogélnoustrojowych lub dzieyah lokalnie) oraz
od czynnosci nerek.

Wielkos¢ TPR jest wypadkowvczynnikow dziatajcych na mgsnidwke gtadkasciany
naczyniowej, wywotujcych jej skurcz lub relaksacjGtownymi czynnikami utrzymggymi
prawidtowy TPR g: i. pobudzenie wspéitczulne tonicznie wywaktg obkurczenie nacay
ii. substancje wydzielane przeZroédbtonek wycietajgcy swiatto naczy, tonicznie
rozszerzajce naczynia (przede wszystkim tlenek azotu, NO); rmbznego rodzaju
naczyniokurczace/naczyniorozszerzgje substancje ogolnoustrojowe, ktore docieraj
do naczynia z krwi krazaca. Srodbtonek wytwarza takze substancje naczyniokageztakie
jak endotelina-1, tromboksan A2 czy jego prekursor — nadtlenek prostaglandyn PGH2,
ale w warunkach fizjologicznych ich dziatanie nie ujawnéa si

Gtownymi czynnikami utrzymujcymi prawidiowy CO s i. pobudzenie ukiadu
autonomicznego, regulgge czstos¢ skurczéw serca i kurczliwos¢ kardiomiocytow;
ii. mechanizmy nerkowe zwiane z utrzymaniem prawidiowego skladu i¢tdpjci ptyndw
ustrojowych (szczegolnie gtenia jonow sodowych), ktére wplywgajna obgtosé krwi
Krazacej.

Zaburzenia prowadee do wzrostu enienia ttniczego krwi, a w konsekwencji
do rozwoju nadanienia ttniczego, mog mie¢ wigc pochodzenie nerwowe [Folkomwsp.,
1958], srédbtonkowe [Nolli wsp., 1997] i/lub nerkowo-sodowe [Guyton i wsp., 1972].
Nadcgnienie ttnicze, ze wzgldu na przyczyne, dzielone jest na dwie podstawowe kategorie:
nadcknienie pierwotne, o0 nieuchwytnej etiologii, stanged wikszos¢ przypadkow
nadcknienia ttniczego u cziowieka oraz nadaienie wtorne, begte konsekwengj
zdefiniowanych zaburzehomeostazy uktadu sercowo-naczyniowego.

Polskie Towarzystwo Nadémienia Tetniczego, w oparciu 0 wytyczne European
tetnicze jako dnienie krwi ttniczej przekraczage wartosci 140 mmHg dla siienia
skurczowego oraz 90 mmHg dlaeienia rozkurczowego [Manciavsp., 2013]. Nadcinienie
tetnicze jest jedna z najezciej wystpujacych chordb cywilizacyjnych. W 2014 roku
rejestrowano je u ok. 22% dorostych; szacuje ge ten odsetek urosnie do ok. 29%
(1,56 miliarda o0s6b) do roku 2025 [World Health Organization, 2014]. W Stanach
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Zjednoczonych Ameryki Poinocnej w latach 2009-202(®3,1% dorostych znajdowatogsi
w stanie przednadaiieniowym (SBP w przedziale 120-139 mmHg i/lub DBiprzedziale 80-
90 mmHg), a 29,5% miato zdiagnozowane ns&menie ttnicze [Yooni wsp., 2012]. American
Heart Association szacujee bezposrednie i goednie koszty zwzane z wysfpowaniem
tej choroby w tak duzej populacji dorostych przekragz@,5 miliarda dolaréw rocznie
[Heidenreich i wsp., 2011]. Gatos¢ wystpowania podwyszonego éhienia ttniczego vérod
dorostych Polakéw w wieku 19-99 lat wynosita w 2014 roku42,7%. Liczba chorych
na naddinienie ttnicze w Polsce szacowana jest obecnie na ok. 1Jlogdlh. Utrzymanie si
tych tendencji moze spowodowere do roku 2035 liczba pacjentéw z nadeniem ¢tniczym
zwiekszy st o potowe [Piwonskai wsp., 2018, Tykarski wsp., 2019].

Nadcgnienie ttnicze jest gtowa przyczyng ponad potowy przypadkow chorob
sercowo-naczyniowych, w tym udaru mézgu i niewydobicserca, a takze jest waym
czynnikiem ryzyka zgonu ptodu lub ¢giarnej w przebiegu gy, wystpienia zaburze
poznawczych i demencji oraz niewydoleofierek [Chobanianwsp., 2003].

Czynnikami ryzyka nadénienia ttniczego §: obcihzenie genetyczne, brak aktywrmns
fizycznej, nadmierna konsumpcja alkoholu, otytlos¢ oraz nieprawidtowa dieta, w ktorej
najwazniejszym czynnikiem jest nadmierne spozycie sodu [MiNgsp., 2020]. Mimo tego
rekomendacje odnosnie poprawy jakoszywienia § w Polsce wydawane pacjentom

z nadcgnieniem ¢tniczym zdecydowanie za rzadko [Piwonskasp., 2018].

Wartosci cénienia ttniczego wyranie koreluy z iloscia spoywanego sodu [Elliot
wsp., 1989]. Fizjologiczne zapotrzebowanie organizmu cztowieka na s6d pokrywane jest przez
dzienna konsumpgjtego jonu na poziomie 10-20 mmol (0,58-1,16 g kotthennej, NaCl).
Jednak przedstawiciele spotengiv rozwinetych nierzadko spgavajg ponad 100 mmol
(5,8 g NaCl), a na Dalekim Wschodzie nawet ponad 200 mmol (11,6 g NaCl) jonéw sodu
na dobg, co przekracza odpowiednio dzi€sdwadzigcia razy zapotrzebowanie fizjologiczne
[Brown i wsp., 2009]. Dieta wysokosodowa (angigh Salt Diet, HS) przyczynia si
do zwiekszenia ryzyka choréb sercowo-naczyniowych nie tylkoez zw¢kszanie cinienia
tetniczego, lecz takze przez zmniejszanie elastycznosci hagtyiczych [Manciai wsp.,
2007]. Ograniczenie spgeia soli pontej 2,3 gramow na dobe ol#a Smiertelnosé
u pacjentéw z wysoka sktonnogcdo incydentow sercowo-naczyniowych o 49% [Merino
wsp., 2015]. U wielu 0s6b rozwoj nadaienia ttniczego w wyniku wysokiej konsumpcji sodu
jest odroczony w czasie (tzw. osoby sodooporne). Jednakzgai papulacji uywajacej soli

w nadmiarze zmiany wardoi cisnienia ttniczego posfpuja szybko (tzw. osoby
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sodowraliwe). Sodowraliwos¢ warunkowana jest przez wiele czynnikéw, takich pakitoze
genetyczne, pochodzenie etniczne, wiek, skiad ciata czy inne choroby. Obserwowana jest
szczegolnie u 0séb z chorobami nerek, otylpéay w zaawansowanym wieku. Obserwacje

te sugeryj, ze naddnienie sodo-zalme zwhzane jest z uposledzeniem funkcji nerek,

odpowiedzialnych za homeostazodova.
1.1. Udziat naczy tetniczych w regulacji cisnienia tetniczego krwi

1.1.1. Budowa naczymporowych

Naczyniami oporowymi & tetnice typu mgsniowego sredniego | matego kalibru
oraz ttniczki (arteriole).Srednica wewnetrznaetnic sredniego kalibru wynosi mniej:n400
um, matych ¢tnic okoto 100um, a ttniczek pontej 100 ym [Hill i wsp., 2001, Led wsp.,
2017].

Tetnice i etniczki typu mesniowego, podobnie jak inne naczyngtnicze, zbudowane
sa z trzech warstw: btony wewngetrznej (tacinica intima), btony srodkowej (fac.t. media)

i zewnetrznej (przydanka, tac.ddventitia).

Btona wewrtrzna naczynia skladaesze srédbtonka pokrytego warsgaglikokaliksu
i z tkanki hcznej. Rad srodbtonka jest: i. ochronéciany naczynia przed mechanicznymi
czynnikami zwgzanymi z przeptywem krwi; ii. tworzenie chemiczngjriery krew-tkanka,
dzieki ktorej przeptyw substancji z krwi déciany naczynia i odwrotnie podlega kontroli;
iii. synteza i wydzielanie substancji wazoaktywnych (tj. zdolnych zmiestiapied napkcia
sciany naczyniowej). Nalgy podkréli¢, ze w warunkach fizjologicznycfrédbtonek wydziela
substancje o dziataniu hamgym na m¢snidwke gtadka.

Btona srodkowa zbudowana jest z warstw miocytow gtadkicbzahych okeznie.
Tetnice sredniego kalibru zawierajokoto 30 warstw miocytow etnice matego kalibru 3-4,
aw tetniczkach jest 1 lub 2 warstwy miocytéw [Sawicki,9B9. Migdzy miocytami znajduje
si¢ tkanka #czna, gtdbwnie kolagen i elastyna. U szczur6w warstacytow w ttnicach
oporowych mesni szkieletowych zajmuje okoto 60-65% powierzchnizgkroju sciany
naczynia, co decyduje o dym napéciu miogennym [Lee wsp., 1983]. Napicie miogenne
wynika z charakteru miocytow gtadkich, ktére magasciwosci lepko-spezyste i odpowiadaj

skurczem na rozggnigcie sciany.

W migsniéwce gtadkiej zewnetrznej egci btonysrodkowej oraz w strefie przajiowej

miedzy btonasrodkowg i zewnetrzng znajduaj sic wiokna zakoncze wspotczulnych neuronow
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adrenergicznych [Cuevasvsp., 1987]. Ich toniczna aktywnos¢ pobudzeg mesnie gtadkie

do skurczu jest odpowiedzialna za r@p neurogenne sciany naczyniowej.

Btona zewngtrzna zbudowana jest gtdwnie z widkien kolagenowythstyny
i fibroblastéw. Stanowi ona warsgwochronmn, stabilizupca struktue naczynia w sytuacji

wysokich wartosci gnienia krwi.

Nalezy podkréli¢, ze w ttnicach i ttniczkach pomidzy przylegajcymi do siebie
komorkami srodbtonka i me¢snidwki gtadkiej btony srodkowe] wysgpuja niskooporowe
potaczenia szczelinowe (anggap junctions). Takie poiczenia umaliwiajg szczegllng
dwukierunkows komunikacg tych warstwsciany naczyniowej, ok&ana mianem ngsniowo-
srodbtonkowego sprzenia zwrotnego (MEF, angnyoendothelial feedback) [Kerr i wsp.,
2015, Leei wsp., 2017]. Dzéki MEF mozliwe jest przekazanie hiperpolaryzagpdbtonka
bezposrednio do mini gtadkich, co stanowi podstavdziataniasrodbtonkowego czynnika
hiperpolaryzujgcego EDHF. Natomiast kurgza s¢ migsnidwka gtadka aktywuje komorki
srédbtonka do wydzielania substancji naczyniorozsggeych, dzéki czemu wysipuje
samoograniczenie stopnia skurczu tychedni. Nadmierny skurcz moégtby doprowadzi
do niebezpiecznego obi@nia doptywu krwi do nasdu. Mechanizm MEF opisywany jest
w réznego typu naczyniach oporowych [Kerwsp., 2015], ale nie wiadomo w ktorych
naczyniach ma on istotne znaczenie [\Wesp., 2018]. Wydaje sijednak,ze ten typ regulaciji
ma zasadnicze znaczenie w regulacji miejscowej w zjawiskgpwigtego rozszerzenia
naczyh, umozliwiagcego dostosowanie przeptywu krwi do zks8zonego zapotrzebowania

narzzdu na substraty metaboliczne [Figueroa i Duling,200
1.1.2. Regulacja napjcia sciany oporowych naczyrkrwionosnych

Rola unerwienia wspotczulnego

Unerwienie wspoitczulne posiadajmigsnie gtadkie wszystkich obwodowych
oporowych naczy tetniczych, dzgki czemu regulacja nerwowa napia mesni gtadkich
naczy: odgrywa podstawoavrole w regulacji TPR i dnienia ttniczego krwi. Chociatrzeba
podkreli¢, ze gestos¢ unerwienia wspotczulnego jest rézna w roznych obszaraankswych
[Aalkjaeri wsp., 2021].

Napiecie wspotczulne generowane jest przez osrodkowo potozone neuronyateorz
w rdzeniu przedtuzonym osrodek naczynioruchowy [Guyenet, 2006]. Jego mapex
czescig jest doglowowy brzuszno-boczny obszar rdzenia puzedego (RVLM, angrostral

ventrolateral medulla), generujcy toniczne pobudzenie neuronéw wspotczulnych potozonych

25



w istocie szarej rogobw bocznych rdzeniazdowego. Wypustki tych neuronéw biegna
do zwojéw wspébtczulnych, a staget bezposrednio do nacakrwionosnych i serca. Toniczna
aktywnos¢ tych wiokien nerwowych odpowiada za nape neurogenne rdni gtadkichsciany
naczyh oporowych. Podstawowym neuroprzekikiem w zakonczeniach wspotczulnych jest
noradrenalina (NA), ktéra dzialgy na receptory adrenergiczne:, licznie obecne
w migsnidwce matychdtnic i arterioli, pobudza ich skurcz [Motiejunaitessp., 2021]. Skurcz
potegowany jest przez jednoczesne pobudzenie naczynoweggptoran,. Jest to receptor
adrenergiczny zlokalizowany weiszych warstwachéciany naczyniowej, dogpny dla
katecholamin kizacych we krwi. Wykazanoze hamowanie aktywrci tego receptora
umozliwia zwkkszenie doptywu krwi do ménia szkieletowego w przypadku wzrostu
zapotrzebowania metabolicznego [Tateishi i Faber, 1995].

W transmisji sygnatu we wspoétczulnych zakonczeniach nerwowych istotrg rol
odgrywaj takze wspotprzekaniki, takie jak adenozynotGrifosforan (ATP) i neuropeptyd Y
(NPY) [Morris, 1995, Grasbywsp., 1999], przy czym udziat tej kotransmisji w poréwnaniu
z udziatem NA w odpowiedzi skurczowej rézniesiznacznie w zaleosci od toza
naczyniowego [Ralevic i Burnstock, 1998].

W przeciwigstwie do serca, naczynia oporowe niegugerwienia przywspotczulnego,
CO 0znacza, ze ich toniczne nape neurogenne jest funkicjvytacznie zmian nagcia uktadu
wspotczulnego. Natomiast, naczynia te mogesiadda unerwienie niecholinergiczne/
nieadrenergiczne i unerwienie czuciowe, ktére nie ma charakteru tonicznegodgill 2001,
Westcott i Segal, 2013, Lesvsp., 2017].

Wplyw uktadu wspoéiczulnego na naczyniagguay substancje naczyniokurgze,
wydzielane zarowno lokalnie, jak i gce we krwi. Naleag do nich przede wszystkim:
noradrenalina, angiotensyna Il, wazopresyna, tromboksan A2, nadtlenki prostaglandyn
i endotelina-1 [Juan i Sametz, 1986, Kawansp., 1997, Sandoo i wsp., 2010]. W warunkach
fizjologicznych srodbtonek dziata jako warstwa haracg napgcie sciany naczyniowej,
zarbwno miogenne, jak i neurogenne. Najsilniejszyrmazikiem naczyniorozszerzgym jest,
powstapcy lokalnie wsrédbtonku, tlenek azotu (NO). Do substancji naczyoiszerzajcych
nalezg takze mediatory stanu zapalnego, takie jak histamirzaylimina, prostaglandyna E2
czy leukotrieny [Hogan i wsp., 1998, Yang i Du, 2012, Pober i Sessa, 2014].

Zachowanie prawidiowe] wrediwosci naczyh na zwiazki naczynioaktywne

ma fundamentalne znaczenie dla regulagjieinia ttniczego krwi.
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Rola komérek srédbtonka

Srodbtonek stanowi pojedyngavarstwe komdrek nabtonka ptaskiego, ¥ejetajpcego
naczynia krwionosne, naczynia limfatyczne i jamy serca. Jako warsegdaca w niemal
bezposrednim kontakcie ze strumieniem przeptyeaj krwi, podlega dziataniu sit fizycznych
powstapcych na styku krevgeiana naczynia. Né&ciane naczy krwionosnych oddziatuj dwie
sity — napkzenie rozcigajce (TS, angtensile stress) i napezeniescinajce (SS, angshear
stress). Napezenie rozcigajgce skierowane jest prostopadle lwany naczynia i stanowi
bodziec decyducy o nap¢ciu miogennym. Napgrenie scinagce jest skierowane stycznie
do srodbtonka, przez co jego oddzialywanie ograniczatyko do tej warstwy naczynia.
Jest ono zalene od pedkosci deformacijisciany i lepkosci krwi. Przy stabilnym przeptywie
krwi SS na obwodzie naczynia utrzymuje stadartosé¢ [Wasilewski wsp., 2012]. Komorki
srodbtonka zabezpieczong przed nadmiernym oddziatywaniem SS przez utozenie wzdiu
osi naczynia [Aird, 2007]. Dodatkowo pokrytedenka warstw (do kilkuset nm) glikokaliksu
— ujemnie natadowanego porowategelu zlozonego z proteoglikandw, glikoprotein
i glikozaminoglikanow (siarczanu heparanu, kwasu hialuronowego i siarczanu chondroityny)
[Reitsmai wsp., 2007]. Jeden z proteoglikanéw siarczanu heparanu — syndekan-1 — jest
swoistym markerem stangérodbtonka naczy [Johansson wsp., 2011]. Wzrost stenia
syndekanu-1 w osoczu koreluje dodatnio z dysfumkomorek srédbtonka.

Toniczne oddziatywanie SS n&odbtonek pobudza go do produkcji substancji
naczyniorozszerzagych, takich jak tlenek azotu (NO), czynniki rozkzweve pochodzenia
srédbtonkowego (EDRFs, angndothelium-derived relaxing factors) i prostacyklina (PGI2).
Substancje czynne daace z krwi moga dodatkowo modulowa(pobudza lub hamowa)
wydzielanie z komoreksrodbtonka. W pewnych warunkach obserwuje &kze zaleng
od srodbtonka hiperpolaryzaciniesni gtadkichsciany naczyniowej (EDH — angndothelium-
derived hyperpolarization) [Félétou i Vanhoutte, 2013].

Zadaniemsrodbtonka jest hamowanie napia sciany naczyniowej, odgrywa wi
istotng rot buforony w stosunku do pobudzmego wpltywu unerwienia autonomicznego
I pomaga w utrzymaniu prawidtowegdamienia krwi. Najwaniejsz substang zmniejszajca
napkcie miogenne i neurogenne w warunkach prawidtowgshtlenek azotu.

Komérki srodbtonka g takze miejscem syntezy substancji naczyniokagygeh, takich
jak endotelina-1 (ET-1), tromboksan A2 (TxA2), angiotensyna II, prostaglandyna H2
i reaktywne formy tlenu (ROS) [Vanhoutte, 1989], ale ich dziatanie nie ujawgia si

w warunkach fizjologicznych.
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Tlenek azotu

Tlenek azotu (NO) jest silnie reaktywnym wysoce niestabilnym wolnym rodnikiem,
posiadagcym zdolnosé¢ dyfuzji przez btony komorkowe. Za powstawanie N@owadedzialne
sa syntazy tlenku azotu (NOS), wypujace w trzech izoformach: neuronalnej (hnNOS, NOS1),
srodbtonkowej (eNOS, NOS3) i indukowalnej (iNOS, NQ$3Rorstermann i Sessa, 2012].
Obie formy konstytutywne (eNOS i nNOS)wapnio-zalene, tzn. do ich aktywacji niezbedny
jest wzrost stzenia jonéw C& w komorce. W ukiadzie sercowo-naczyniowym dominuje
izoforma eNOS [Forstermann i Li, 2011], aktywowana gagmiemscinagcym [Shimokawa,
2014]. Casteczka eNOS jest dimerem, ktory do utrzymania sstejiktury wymaga
kofaktorébw, 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 wzrostwzania ADMA dimer eNOS ulega
rozprzzeniu; monomer eNOS, zamiast NO, wytwarza ponadtl@tkiHebbel i Vercellotti,
2021]. Postuluje sj ze istotne znaczenie w regulacji biodgstosci NO ma stosunek
ADMA/arginina. ADMA konkuruje z L-argining o eNOS [Stuahwsp., 2001] i hamuje import
L-argininy z osocza [Bode-Bogewsp., 2007].

Dziatanie NO odbywa sinie na drodze wkeania receptorow, a przez modyfikacj
czasteczek, co prowadzi do zmiany ich aktyweio Podstawowym mechanizmem dziatania
NO jest nitrozylacja rozpuszczalnej formy cyklazy guanylanowej, co prowadzi gkszaenia
tempa produkcji cGMP [Moncadawsp., 1991]. Efektem tego dzialania jest przesaoi&
rownowagi MLCK/MLCP w strone wikszej aktywnogi fosfatazy miozyny i rozkurcz
komorki miesniowej. Ponadto, nagtuje otwarcie kanatéw dla jonow potasu (odkomoérkowy
prad potasowy powoduje hiperpolaryzadjomérek mgsniowych), a pobudzenie transportu
jonéw C&* do siateczki sarkoplazmatycznej atmstzenie wolnych jonéw wapnia w ptynie
wewnatrzkomérkowym. Ostatecznie dochodzi do abnia napjcia mksnia gtadkiego
I rozszerzania naczynia, gki czemu utrzymywane jest prawidtowe ngpe spoczynkowe
[Zhao i wsp., 2015].

Wyrazem tonicznego dziatania NO nacsmie gtadkiesciany naczyniowejas trwaty
wzrost cgnienia ttniczego krwi oraz zmniejszenie przeptywu krwi wezystkich narzdach
obserwowane po zablokowaniu wytwarzania tlenku azotu [Kozniews$m, 1992, Takahashi
I wsp., 1992, Hayneswsp., 1993].

Wiele hormondw, substancji wydzielanych parakrynnie oraz, jak wspomniano

wczesniej, neuroprzekaniki AUN, o dziataniu pobudzagym na mésnie gtadkie, posiada
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takze receptory wrédbtonku i moduluje swoje bezposrednie dziatanie nesmie gtadkie
za posrednictwem NO [Hemmens i Mayer, 1998]. Maledo nich m¢dzy innymi
acetylocholina (receptory M Ms), noradrenalina (receptar), bradykinina (receptordp ATP
(receptor R) i endotelina-1 (receptor EBJ. W przypadku dysfunkcjirodbtonka dochodzi
do nasilenia skurczu naazypod wptywem tych substancji. Skurcz naczynia w padku
dysfunkcjisrodbtonka i zmniejszenia wydzielania NO moz€ bywniez zwigzany z aktywag
receptoréw dla tromboksanu TxA2 oraz ek@izona produke kwasu 20-hydroxyeikoza-
tetraenowego (20-HETE). 20-HETE jest eikozanoidem, produktem omega-hydroksylacji
kwasu arachidonowego [Imig, 2004]. Jest on gzkiem o silnym dziataniu
naczyniokurcacym, ktérego produkcja jest hamowana tonicznie pid€r[Hoopesi wsp.,
2015]. Zmniejszenie biodaginosci NO umozliwia ujawnienie &inaczyniozwzajacego
dziatania tej czsteczki. W przypadkuwetnicy srodkowej moézgu szczura skurcz obserwowany
po podaniu L-NAME jest w 60% zatay od zahamowania produkcji NO, a w 40% gzminy

z uwalnianiem 20-HETE [Alonso-Galiciavsp., 1999].

Hiperpolaryzacja pochodzenia srédbtonkowego (EDH)

Hiperpolaryzacja megnidwki pochodzenigrédbtonkowego (EDH, angndothelium-
dependent hyperpolarization) jest wanym mechanizmem ohrajacym napgcie misni
gtadkich iany ttnic oporowych [Garland i Dora, 2017].

W matych ttnicach krezkowych ludzi gtbwnym czynnikiem wywaiaym EDH jest
H-O. [Matobai wsp., 2002], powstaty w wyniku generowania anionow ponadtlenkowych
przede wszystkim przez eNOS [Stuehwsp., 2001]. Aniony ponadtlenkowe moga jednak
pochodzé¢ od wszystkich trzech izoform NOS [Takakivsp., 2008]. Dlatego te EDH dziata
jako mechanizm naczyniorozszenrsj, ktory jest w stanie kompensoévaiposledzona
produkcg NO [Saitoi wsp., 2018, Shimokawa i Godo, 202@]wolniony zesrédbtonka HO>
zwieksza stzenie wapnia w cytozolu komorek ¢dniowki sciany naczynia, co prowadzi
do aktywacji btonowych kanatéw potasowych o matejc4K3) i sredniej (Kca3.1)
przewodnosci. Dodatkowo #D. bezposrednio aktywuje kanaly potasowe o0 duzej
przewodnosci (kal.1). Otwarte kanaty potasowe powagdjiperpolaryzaeg, ktora dzéki
potaczeniom szczelinowym mailzy komdrkami mgsnidwki rozprzestrzenia siw scianie

naczynia, powodudg jego rozszerzenie [Klozavsp., 2019].
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Prostacyklina i tromboksan

Aktywacja receptorow btonowych, dziadaych za posrednictwem fosfolipaz,
doprowadza do wycinania z btony komérkowej komééesdbtonka kwasu arachidonowego
(AA, ang. arachidonic acid), ktorego metabolizm daje szerokgant zwigzkow
wazoaktywnych. Przeksztatcenie AA przez cyklooksygenazy (COX) w prostaglandyne H2
(PGH2) jest pierwszym krokiem witauchu syntez prostaglandyn i tromboksandéw. Powcsaj
z PGH2 prostaglandyna 12 (PGI2, prostacyklina) jest istotnym azkiem
naczyniorozszerzagym, ktory jest w stanie kompensaimaiska biodostpnosé¢ NO [Kawabe
i wsp., 2010]. Z kolei powstary z PGH2 tromboksan (TXA2), dziadgj na mésnidwke
naczyh, powoduje ich obkurczenie [Burdanwsp., 2006]. Przemiany AA przez COX
s3 nasilone w procesach uszkodzesiadbtonka, kiedy aktywacji ulega izoforma COX-2,

zalezna od stanu zapalnego [Féléfousp., 2011].
Endotelina

Endotelina (ET) jest peptydem pochodzengddbtonkowego, ktory dziata
na mesniowke naczynia kurcgo. Z trzech znanych izoform endoteliny (ET-1, ETET-3)
srodbtonek produkuje prawie wgdznie ET-1. Cgsteczka ta wycinana jest z propeptydu,
tzw. duzej ET-1, przez enzym konweticy endoteling, lecz reakcja ta mozecébgdwnier
przeprowadzana przez chymgaDavenporti wsp., 2016]. Do uwalniania ET-1 dochodzi w
sposob cigly, co zapewnia state podstawowe ra@ misniowki naczyi. Dodatkowe
uwalnianie ET-1 moze zostawywotane przez czynniki chemiczne i fizyczne [Ruisse
Davenport, 1999]. Czynniki chemiczne aktyweg wydzielanie ET-1 to m. in: niedotlenienie,
czynniki wzrostu, cytokiny, insulina oraz niektore substancje wazoaktywne (angiotensyna ll,
bradykinina, noradrenalina, wazopresyna). Z drugiej strony hamowanie wydzielania ET-1
moze by wywotanie przez niektére czynniki naczyniorozszgyzexr NO, PGI, przedsionkowy
peptyd natriuretyczny, czy 2eEDH. W&rdd czynnikow fizycznych najwaiejszym jest SS,
ktore w warunkach fizjologicznych stymuluje ekspgdsf-1, lecz przy znacznym wzroscie SS
ekspresja ET-1 ulega obwniu [Ishibazawawsp., 2011].

Dziatanie ET-1 nasrodbtonek i mesniowke naczyi daje przeciwne efekty.
W komorkachsrédbtonka zlokalizowaneasreceptory Egi1, ktorych pobudzenie powoduje
wydzielanie przezrédbtonek NO i PGI2, co prowadzi do relaksacjigénidwki gtadkiej
| rozszerzenia nac#y Z kolei na powierzchni méni gtadkich znajduj sic receptory ER

i ETs2, ktérych aktywacja zwksza sfzenie jon6w C& w cytozolu, co prowadzi do
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obkurczenia n@sniéwki i zwezenia naczy. Stzenie ET-1 w osoczu 0sOb zdrowych jest
niewielkie, przez co ET-1 niesiona z o0soczem nie jest w stanie wywidreatania
naczyniokurczcego. Jednak stenie ET-1 w osoczu rosnie w przebiegu chorob sercowo-

naczyniowych [Barton i Yanagisawa, 2019].
1.2. Nerka jako narzd utrzymuj gcy homeostag sodowy

Nerka jest parzystym nagdem potozonym zaotrzewnowo na tylngianie jamy
brzusznej. Jej czynnos¢ jest fundamentalna dla utrzymania statego sldag@togci ptynow
ustrojowych. Z jednej strony formowanie moczu, ktére zachodzi w nerce na podstawie
odfiltrowanego o0socza, pozwala na usuwanie z ustroju substancji nadmiarowych
z jednoczesnym oszgdzaniem tych, ktére wygbuja w ustroju w wartosciach optymalnych.

Z drugiej strony wydzielanie przez nerldo krwiobiegu substancji czynnych pozwala
na regulagj roznych aspektéw gospodarki wodno-elektrolitowej. Czn#inwydalnicza

I wydzielnicza nerek sprawiage narad ten odgrywa kluczogv role w diugoterminowej
regulacji cénienia krwi ttniczej [Guyton, 1991, Cowley, 1992].

Gtowna substang utrzymupca w ustroju widciwg sile osmotycznag ptyndw
ustrojowych (a wgc decydujca o ich obgtosci) s jony sodu (N&). Jony te odpowiada)
za 95% sity osmotycznej ptynow zewtrekomdérkowych, a wic takze osocza. Jony sodu, obok
wody, stanowg jeden z gtéwnych sktadnikdw moczu. Intensywnos¢ procesoéw wydalania wody
i sodu z moczem lub ich oszclzania (retencji)gszczegolnie wane dla gospodarki wodno-

elektrolitowej, a takze utrzymania wdeiwego cgnienia ttniczego krwi.

1.2.1. Formowanie moczu oraz diureza i natriureza

Proces formowania moczu zachodzi w jednostce funkcjonalnej nerki zwanej nefronem.
Kazda z nerek czlowieka posiada okoto miliona nefron®W.pierwszej cesci nefronu —
kicbuszku — dochodzi do filtracji krwi, w wyniku ktérggdna pita wody osocza zostaje
przesungta z naczy wilosowatych do przestrzeni torebki otagea] te naczynia.

Plyn powstaty w wyniku filtracji przesuwany jest do kanalika nefronwd(shazywany

jest ptynem kanalikowym), w ktorym zachadprocesy formowania moczu w wyniku
odbierania od ptynu kanalikowego réznych substancji (reabsorpcji) i dodawania innych
(sekrecji). Kanalik nefronu dzielony jest na trzg&a: kanalik blizszy, pg¢le nefronu i kanalik
dalszy. Po opuszczeniu kanalika dalszego ptyn kanalikowy, formowany pygexgice

ze sobg nefrony, uchodzi do wspodlnego dla nich kanalikarebégo, gdzie ulega ostatecznemu
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zagszczeniu. Tak uksztattowany ptyn wyptywa do miedkiazerkowej, stajc sk moczem
ostatecznym.

W catym procesie formowania moczu ¢bgé przefiltrowanego osocza
jest redukowana w kanaliku nefronu i kanaliku zbiorczyoarie o ok. 99,5%. Gtowna droga
redukcji obgtosci jest wchtanianie zwrotne wody, ktére wywotywanestj uprzedni
reabsorpgj sodu. Zjawisko reabsorpcji wody i sodu jesiave sobgcisle zwigzane. Podobnie
tempo wydalania wody (diureza) i tempo wydalania sodu (natriureza) ailaggnom w tych
samych kierunkach. Blokowanie transportu sodu prowadzicwio wzrostu diurezy
i stosowane jest w leczeniu naghténia celem ograniczenia ebjsci osocza; grupa lekow
o takim dziataniu nazywana jest diuretykami. Z drugiej strony dobowa natriurgzama jest
jako ztoty standard do oldlania tadunku sodu przyjmowanego z pokarmem [O'Dibnmesp.,
2011].

1.2.2. Diureza i natriureza z naddinienia

Jednym z kluczowych mechanizméw pochodzenia nerkowego odpowiedzialnych
za utrzymanie wixiwego cinienia krwi ttniczej jest diureza i natriureza z nashienia.

W wyniku podwyszenia dinienia ttniczego krwi w nerce dochodzi do zkszenia tempa
wydalania wody i sodu z moczem. Cogegj, przyczyna wzrostu giienia ttniczego nie jest
istotna — nie musi wynikaze wzrostu stenia sodu w osoczu (E ang.plasma sodium).

W efekcie takiego dziatania nerki @bys¢ osocza jest redukowana, a prawidiowaieinie

krwi przywracane. Prawidtowo dziady mechanizm diurezy i natriurezy z naghiénia
uruchamiany jest przez nawet niewielkie gkgzenie wartosci €nienia ttniczego. Cechuje

go takze wysoka amplituda zmiany: minimalny wzroshignia ttniczego pociga za soba
kilkunastokrotne zwikszenie diurezy i natriurezy. Podtoze tego mechanizmu nie jest w petni
poznane, jednak uznajeesigo za jeden z najszybciej uruchamianych mechanizmow
regulupcych warto€£i cisnienia krwi ttniczej [Guytoni wsp., 1972]. Jeds z przyczyn sodo-
wrazliwosci moze by wrodzone lub nabyte uposledzenie mechanizmu diurezy i natriurezy
z nadcgnienia [Baez i Velasquez, 1995].

Uposledzenie diurezy i natriurezy z nadfgenia moze wynik& z ubytku liczby
nefronéw — stopniowego, w wyniku starzenig b nagtego, w wyniku uswggia nerki
(nefrektomia jednostronna, UNX, angnilateral nephrectomy). Ubytek nefronéw prowadzi
do kompensacyjnego rozrostu (hipertrofii) pozostatych nefronéw, co ma dziatanie korzystne
tylko w krotkiej perspektywie. Pogikowo hipertrofia nefrondw zwksza ichsrednie tempo

filtracji krwi, jednak utrzymujce sé¢ podwyszone cinienie perfuzyjne kbuszkéw prowadzi
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do ich uszkodzenia, w wyniku czego tempo filtracji jest progresywniezabai[Bloomi wsp.,
1984]. W hipertrofii nefronéw zwizanej z ubytkiem liczby nefronéw mechanizm natriyrez
z nadcénienia uruchamiany jest przy egnicciu przez krew wyszych cénien
nizw przypadku organizmu bez ubytku nefrondéw [Fongvsp., 2014]. Dochodzi wc

do uszkodzenia jednego z mwgch mechanizméw regubgych cinienie krwi ttniczej,

w efekcie czego énienie to moze osgat wyzsze wartosci. Niektére badania wskaguj
ze sama nefrektomia jednostronna nie prowadzi dorzmiaisnieniu krwi ttniczej; dawcy
nerek po piciu latach od nefrektomii majcisnienie krwi ttniczej poréwnywalne z osobami
bez nefrektomii [Price wsp., 2021]. Inne z kolei dowodzze osoby z usugia jedng nerka

(z r6znych przyczyn) majwickszy sktonnos¢ do rozwoju nadgiienia niz osoby z obiema
nerkami [Anjumi wsp., 2016], sid tez ograniczenie sodu w diecie jest jednym z pierwszych
zalecé dla pacjentow po jednostronnej nefrektomii [Tarites&o i wsp., 2019]. Dlatego te

w jednym z modeli dawiadczalnych nadénienia sodo-zalaego szczurom po nefrektomii
jednostronnej podajecstdiet wysokosodow [Jungi wsp., 2009, Bidzynskai wsp., 2019],
co skutkuje wzrostem wartoscisaienia krwi ttniczej po dwdéch tygodniach fazynska i
Sadowski, 2012]. U szczurow w tym modelu obserwuje&@tnego rodzaju zmiany w uktadzie
sercowo-naczyniowymi, m. in. wynikgge z nadmiernej produkcji reaktywnych form tlenu
[Pelelii wsp., 2017].

1.2.3. Aparat przykiebuszkowy i jego znaczenie dla homeostazy sodowej

Petla nefronu jest struktar w ktorej kanalik nefronu, do tej pory w swoim poEgu
oddalajcy sk od kkbuszka, zawraca i ponownie zali st do kkbuszka. W wyniku
ponownego zbf#ienia s¢ przestrzennie kbuszka i kanalika tego samego nefronu powstaje
aparat przyktbuszkowy, kluczowy dla ogolnoustrojowego zalzania gospodarka sodaw

Swoistym punktem kontroli sktadu formowanego moczu jest punkt graniczeyzgni
petla nefronu i kanalikiem dalszym, gdzie dochodzi doeleji ilosci jonéw sodu i chloru
w ptynie kanalikowym przez komorlkéciany kanalika tworgce tzw. plamke gstg. Plamka
gesta potozona jest w bezposrednigsiedztwie ¢tniczki doprowadzajcej krew do k¢buszka,
dzieki czemu detekcja poziomu wymienionych jonow szybkaze by przetozona na poziom
filtracji krwi w kiebuszku. Wzrost gtenia jonéw sodu w ptynie kanalikowym prowadzi
do wydzielania z komorek plamki egtej adenozyny, ktéra obkurczaj tetniczke
doprowadzajca prowadzi do obrienia tempa filtracji w kibuszku, co normalizuje poziom
sodu w ptynie kanalikowym. Z kolei obrenie s¢zenia jonow sodu w ptynie kanalikowym

prowadzi do wydzielania prostaglandyny E2, ktora rozszgezigjniczke doprowadzafa
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prowadzi do zwikszenia tempa filtracji w kbuszku, co normalizuje poziom sodu w ptynie
kanalikowym. Zjawisko to nazywane jest kanalikowekkszkowym sprzeniem zwrotnym.
Wyzej opisany proces jest zjawiskiem lokalnym, w ktorymden kanalik nefronu
wptywa na przeptyw krwi w jednym &buszku. Jednak plamka gestadbea detektorem sodu
w ptynie kanalikowym, wptywa natniczke doprowadzaga nie tylko reguluc jej swiatto,
lecz takze regulgp jej procesy wewstrzwydzielnicze. Cgs¢ komorek sciany etniczki
doprowadzajcej to tzw. komorki ziarniste — wyspecjalizowane Koki wydzielnicze, ktore
w odpowiedzi na zarejestrowany przez plaméstgniski poziom sodu w ptynie kanalikowym
zaczynay wydziela rening — enzym osoczowyetlacy pierwszym elementem uktadu renina-
angiotensyna (RAS, andrenin-Angiotensin System), kluczowego dla utrzymania vée@wego
poziomu jonéw sodowych w ptynach ustrojowych. Aparat praykszkowy odpowiada we
za regulag} poziomu filtracji nerkowej oraz aktywnos RAS w zalenosci od ilosci sodu

w ptynie kanalikowym.

1.3. Uktady renina-angiotensyna

Szczegolnym uktadem substancji czynnych odpowiedzialnych za reguai&aenia
tetniczego krwi jest uktad renina-angiotensyna (RA®g.aRenin-Angiotensin System).
Gtéwnymi elementami tego uktadu enzymatyczno-hormonalnego jest renina i angiotensyna |l
(Ang 11). Elementy tego uktadu magiziata® w osoczu lub w tkankach,ask tez wyrdznia sé
RAS osoczowy i RAS tkankowy (Ryc. 1).

W osoczowym RAS renina, uwolniona przez nerki do osocza, przeksztatca poystaj
w watrobie peptyd angiotensynogen w angiotensyne | (Ang 1), ktorgmaist pod wptywem
osoczowego enzymu konwerjupgo ACE (ang. Angiotensin-Converting Enzyme)
przeksztalcana jest w angiotensyhgAng Il) — forme angiotensyny o najwkszej aktywnosi
biologicznej. Ang Il reguluje @&nhienie krwi wielorako: obkurcza naczynia krwionosne,
zwieksza resorpejsodu w kanalikach nerkowych, zsksza wydzielanie aldosteronu z kory
nadnerczy (ktory takze prowadzi do zkszenia resorpcji sodu w kanalikach nerkowych),
zwieksza apetyt sodowy (ch&poxywania produktéw stonych). W efekcie kumulowaniatsod
w organizmie dochodzi takze do kumulowania wody, a przez toksaenia olgjtos¢ krwi
w uktadzie naczyniowym, co wraz z obkurczeniem nagapwadzi do wzrostu &mienia krwi
tetniczej. W tym dziataniu Ang 1l posredniczy receptor AT1 (anggiétensin Il Type 1
Receptor).

Wraz z posipem bada stwierdzonoze elementy uktadu RAS wygiujg takze lokalnie

—w niektorych tkankaché€ianie naczif krwionosnych, tkance ttuszczowej) i nadach (sercu,

34



nerkach, nadnerczach, mézgu, trzustcgtrobie) [Nehmei wsp., 2019]. Co wgcej, Ang |l
moze powstawaprzy udziale proteaz innychACE, na przyktad chymazy. Tkankowy RAS
moze dziaté niezalenie od osoczowego, jednak oba uktady wchosle wzajemne interakcje,
aich efekty trudno jest od siebie odrozfWeinbergi wsp., 2000].

Przedstawiona powyj sciezka przeksztatae angiotensynogenu w Ang |, a ngstie
w Ang Il i w produkty jej rozpadu, nazywana jest klasyczcigzka uktadu RAS. Obok niej
wystepuje sciezka alternatywna, w ktorej dochodzi do powstawanidatlkowych peptydow
angiotensynowych, przede wszystkim Ang(1-7). Wstegzce, przez oddziatywanie Ang I
I Ang lll z receptorem AT2 oraz Ang(1-7) z receptorem AT7, uzyskiwany jest efekt przeciwny
do efektu oddziatywania Ang Il na receptor AT1 [Chappell, 2012].

Leki blokujgce komponenty uktadu RAS stosowane w terapii nadoienia ttniczego
od wielu lat. Nalea do nich inhibitory ACE (,-prile”, np. enalapril)antagonisty receptorow
AT1 (,-sartany”, np. losartan). Jednak ze wzlyl na mozliwos¢ przeksztatcania Ang |
w Ang Il w tkankach, niezalmie od ACE, u cgci chorych leczonych inhibitorami ACE
obserwuje si tzw. ,ucieczke” spod stosowanego leczenia, polegana produkcji Ang Il

mimo zablokowania ACE [Athyroswsp., 2007].

1.3.1 Renina

Renina jest enzymem proteolitycznym produkowanym przez komoérki ziarniste, obecne
w aparacie przykbuszkowym kadego kébuszka nerkowego. Umiejscowienie komorek
ziarnistych m¢dzy tetniczka doprowadzapra a kanalikiem dalszym pozwala na regulowanie
tempa wydzielania reniny zarbwno przez zmiany w ukfadzigekia, jak i przez zmiany
w sktadzie formowanego moczu. Zmiana wielkosci przeptywu praeczke doprowadzafga
wplywa na stopig rozchgniecia komorek ziarnistych; rogay przeptyw hamuje wc
wydzielanie reniny, Zaobnizenie przeptywu zwksza jej wydzielanie. Z kolei komorki
kanalika dalszego znajdige s¢ w sasiedztwie komorek ziarnistych twarzzw. plamke gsta
— skupisko komorek nabtonkowych dziajeych jako detektory sodu w ptynie kanalikowym.
Obnizenie zawartosci Naw ptynie kanalikowym jest czynnikiem aktyvagym uwalnianie
reniny. Dodatkowymi czynnikami modubligymi uwalnianie reniny g pobudzenie
wspotczulne (NA zwiksza tempo uwalniania reniny) oraz spemie zwrotne ujemne z Ang |l
obecna w osoczu. Renina moze powstawakze w tkankowym RAS — jej ekspresyykazano
w komorkach tucznych [Silver wsp., 2004]. W 2007 roku w Stanach Zjednoczonych
dopuszczono do yiku pierwszy doustny inhibitor reniny, aliskiren AN wsp., 2011].
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1.3.2. Angiotensynogen

Angiotensynogen (AGT) jest prekursorem wszystkich peptydéw angiotensynowych.
Powstaje on przede wszystkim w komorkachtraby, ale rownie w adipocytach, sercu,
srédbtonku nacziy krwionosnych, mézgu, nadnerczach i nerkach [Yiannikouwisp., 2012].

Za aktywac} ekspresji AGT odpowiadgjhormony steroidowe: estradiol i glukokortyko-
steroidy [Deschepper, 1994]. W wyniku trawienia przez renine z N-konca AGiCzahy jest
dekapeptyd angiotensyna | — Ang(1-10), ktory gtyako substrat do powstania innych
aktywnych peptydow angiotensynowych [Carey i Siragy, 2003]. W wyniku nieopisanego
procesu enzymatycznego zasteczki AGT moze powstawatakze Ang(1-12). Gidwnym
pozawatrobowym zrodiem AGT jest tkanka ttuszczowa [Yiannikourigvsp., 2012]. U os6b
otytych z nadcinieniem ¢tniczym obserwuje gipodwyzszong ekspregsjAGT w adipocytach
[Yasuei wsp., 2010], a co za tym idzie podwszony poziom kyzacego AGT [Guri wsp.,
2013]. Cho¢ wysokie spgzie soli hamuje uktad RAS, ekspresja AGT w trzewtkance

tluszczowej u szczuréw na diecie wysokosodowej paradoksalnie rosnie [Dewspra2015].

1.3.3. Angiotensyna Il

Angiotensyna I, powstata w wyniku dziatania reniny na angiotensynogen, nie wykazuje
istotnego dziatania biologicznego [Ahmad i wsp., 2016]. Z kolei angiotensyna Il — Ang(1-8) —
wykazuje najsilniejszaktywnosc¢biologicznawsrdd wszystkich peptydow angiotensynowych.
Powstaje zarowno z Ang |, jak i Ang(1-12) przy udziale ACE lub innych proteaz (w tym
chymazy) [Nehmd wsp., 2019]. Wekszos¢ znanych efektow Ang Il agjane jest przez
wigzanie tej substancji z receptorem AT1, cho¢ jej powinowactwo do receptorow AT1 i AT2
jest poréwnywalne [Matavelli i Siragy, 2015]. Usea sk, ze receptor AT2 wywiera
przeciwstawne dziatanie w stosunku do receptora AT1, jednak w wielu przypadkach
w dziataniu Ang Il przez receptor AT2 zaangwana jest takze aktywacja receptora AT1

[Porrello i wsp., 2011].

1.3.4. Receptory dla angiotensyny I

Ang Il wywiera efekt biologiczny poprzez gnanie s¢ z receptorami spgzonymi
z biatkiem G (GPCRang. G Protein-Coupled Recepto): AT1 i AT2.

Receptor AT1. Efekty dziatania Ang Il na uktaddenia i pra¢ nerek wywieraness
przede wszystkim przez dziatanie tej substancji na receptor AT1 [Dinh i wsp., 2001]. Receptor
ten jest obecny w dwch ilosciach w wekszosci naczi krwionosnych (gdzie wywotuje
ich skurcz) [Karnik i wsp., 2015], a takze w nerce (stymuluje retesofdu i wody), mézgu
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(stymuluje uwalnianie wazopresyny, pragnienie i apetyt sodowy, a takze ogdélne pobudzenie
wspoiczulne), wtrobie (aktywuje glikogenolid) i korze nadnerczy (aktywuje wydzielanie
aldosteronu) [Thomas i Mendelsohn, 2003]. Chroniczna aktywacja receptorow AT1 powoduje
wiele procesow patologicznych: przerost i przebugdaktadu sercowo-naczyniowego [Lips
wsp., 2003], zapalenie nacay miazdzyce [Daughertyi wsp., 2004], dysfunke srédbtonka
poprzez uposledzenie rozszerzenia nacgyowodowana inaktywagNO i wzrostem stzenia
reaktywnych form tlenu (ROS, angeactive oxygen species) [Nickenig i Harrison, 2002],
czy zmniejszenie widiwosci na insuline [Patiag wsp., 2000].

Receptor AT2. Ekspresja receptora AT2 jest najaza po urodzeniu, po czym ulega
systematycznemu ohraniu. U zdrowego dorostego cztowieka niska ekspresgeptora AT2
stwierdzono w ukiadzie lzenia, nadnerczach, nerce, moézgugsmiowce macicy i skorze.
Zadna reszta Ang Il nie jest niezbedna dla zgodnosgzaviia, dziki temu receptor ten moze
wigza analogi i metabolity Ang Il [Miura i Karnik, 1999Niski fizjologiczny poziom ekspresji
receptora AT2 oraz brak specyficznych ligandow powodtgebadanie jego roli w stanie
rownowagi czynnosiowej jest utrudnione. Receptory AT1 i AT2 w gkszosci tkanek
wspotwystpuja, a ich dziatanie jest przeciwstawne. Pobudzeniepteca AT2 prowadzi
do rozszerzenia naczkrwionosnych, hamowania wzrostu komorek i indukowania apypto
a takze hamowania aktywacji kinaz ERK, MAPK co balansupe@wne efekty pobudzenia
receptora AT1, wywotacego skurcz naczy krwionosnych i pobudzenie proceséw
mitogennych w ichécianie [Stolli wsp., 1995, Berk, 2003, Steckelingsvsp., 2005, Miurai
wsp., 2010]. Wiele tkanek posiada zdolnos¢ zkdzania ekspresji AT2 podczas przebudowy,
CO sugerujeze receptor ten moze hkiraudziat w procesach patologicznych tgoych se
w uktadzie sercowo-naczyniowym [Karnik i wsp., 2015].zdke patologii uktadu kizenia
towarzyszy stan zapalny i przebudowa tkanki, obserwujezsgiickszenie zagszczenia
receptora AT2. Zagpzczenie to wyspuje w przebiegu zawatu gdnia sercowego, miazycy
tetnic, niedokrwieniu moézgu, nadaieniu, a takze w ukfadzie naczyniowym cewnikowanym
balonem [Booz i Baker, 1996, Lemarie i Schiffrin, 2010]. AT2 moze paktbtng funkcg
proangiogenng w nginiu sercowym po przebytym zawale [Whariomsp., 1998].

1.3.5. Enzymy biogce udziat w powstawaniu peptydéw angiotensynowych

Enzym konwertugcy angiotensya typu 1 (ACE1)

Enzym konwertuyjcy angiotensyne typu 1 (ACE1, konwertaza angiotensyny 1) jest
dikarboksypeptydag odlhczapca dwa aminokwasy od C-koa peptyddéw angiotensynowych
[Corvol i wsp., 1995]. Jako ektoenzym (enzym zakotwiczony na zewnetrznej powierzchni
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btony komaorkowej) wysipuje na komaorkackrodbtonka w catym uktadzie renia [Chingi

wsp., 1983], lecz jest szczegdlnie liczny w kapilarach ptuc [Metigesp., 2011]. Pewna
frakcja casteczek ACEL ulega agtizeniu od btony komérkowej, przez cogky w osoczu
[Beldenti wsp., 1993]. ACE1 katalizuje reakcprzeksztalcania peptyddw angiotensynowych:
z Ang(1-12) powstaje Ang(1-10) (inaczej Ang Il), z Ang(1-9) powstaje Ang(1-7), a z Ang(1-
7) powstaje Ang(1-5) [Bekassy wsp., 2022]. Jest réwnie elementem ukladu kinina-
kallikreina, w ktérym degraduje naczyniorozszesezgj bradykining oraz inne peptydy
wazoaktywne [Imig, 2004].

Inhibitory konwertazy angiotensyny | (ACEi, ,-prile”) to jedna z grup lekéw szeroko
stosowanych w terapii nadaienia ttniczego. Ze wzgldu na biologt ACE, zastosowanie
ACEiI ma podwdjnie korzystne dziatanie: hamuje powstawanie naczynigkajcang II,
zarazem chrogc przed degradagj naczyniorozszerzaga bradykininge. Zwekszenie
dostpnosci Ang |, jakie towarzyszy stosowaniu ACEI, powodugsilenie przeksztatcania jej
w Ang(1-7) o dziataniu przeciwstawnym do Ang ll.a&bttez ACEi dziatap nie tylko
hipotensyjnie, lecz tate antymitotycznie. Ograniczenie degradacji bradykini ktore
ma miejsce przy stosowaniu ACEi, powoduje suchy kaszel — jedno z cduiggz
obserwowanych dziafa niepozadanych tej grupy lekéw. Uniemozliwia ono dlugotrwate
leczenie inhibitorami ACE u niektorych chorych, przede wszystkim tych podzzesiatym
roku zycia [lwaniak, 2011]. Dodatkowo u oséb stegmych ACEi czsto odnotowuje si
znaczna ilos¢ Ang Il dosipna w kigzeniu mimo zastosowania inhibitoréw [Hollenbengsp.,
1998]. Moze to by czsciowo ttumaczone faktemze ACEI zostaty zaprojektowane jako
inhibitory enzymu osoczowego; rozne rodzaje ACEigmaimienne zdolnosci do blokowania
lub nie enzymu ACE1 obecnego w réznych gdexch [Hirschi wsp., 1992, Shah i Arora,
2005].

Enzym konwertugcy angiotensya typu 2 (ACE2)

Enzym konwertujcy angiotensynetypu 2 (ACEZ2, konwertaza angiotensyny 2),
podobnie jak ACE1, jest monokarboksypeptygazysepujaca w formie zwigzanej z btona
komorkows oraz rozpuszczona W 0Soczu, a jej ekspresja obserwowana jest pezactkin
w $rodbtonku. Jednak w odroznieniu od ACE1 ekspresja ta jest silnie ogranidacserca,
nerki oraz gder, co sugeruje,e ACE2 odgrywa wang role w dziataniu lokalnego RAS tych
narzadow [Donoghue wsp., 2000]. ACE2 obrxia poziom Ang Il poprzez konwegsiarowno
Ang | do Ang(1-9), jak i Ang Il do Ang(1-7) [Santosvsp., 2018]. Peptyd Ang(1-7) wywiera

w uktadzie kgzenia dziatanie przeciwne do Ang I, stymulcj wydzielanie NO,
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prostaglandyny E2 (PGEZ2) i bradykininy [Ferrario i wsp., 1997]. Przypusz¢zaesw stanie
rownowagi czynnosciowej wptyw ACE2 na uklad sercowo-naczyniowy jestialki, jednak
jego znaczenie rosnie w stanach patologicznych [Oudgp., 2003, Solei wsp., 2013]. W
zwigzku z matym znaczeniem konwertazy ACEZ2, ilekro¢ w dalszejoczekstu niniejszej
rozprawy uyty jest termin ,konwertaza angiotensyny” i skrotGE” nalezy odnosé to do
ACEL.

Zastosowanie inhibitorow ACE w leczeniu natégnia powoduje obnenie poziomu
osoczowej Ang Il, co wize sk ze zwikszeniem poziomu Ang |. Wksza dostpnos¢ Ang |
moze z kolei prowadzido aktywacjisciezek formowania Ang Il niezalemych od aktywnosci
ACEL1 [Givertz, 2001]. Dodatkowym czynnikiem zkszapcym aktywnosé alternatywnych
sciezek powstawania Ang Il magoy¢ stany patologiczne, a ¢d i samo nadeénienie. Wsrod
proteaz, ktdre zdolneggrzeksztatca Ang | do Ang Il wymiené mozna chymag [Reilly i
wsp., 1982, Okunishi wsp., 1987, Okamurawsp., 1990] oraz obecnu gryzoni elastaz2A,
ktorej aktywnos¢, podobnie jak aktywnos¢ chymazy, znosi inhibitor chymostatyna [McDonald
i wsp., 2001, Richard i wsp., 2001, Santoasp., 2003]. Udziat tych enzymdw w syntezie Ang
Il w stanie roGwnowagi czynnosciowej jest znacznie mniejszy ACEL, jednak moze si
istotnie zwgksz& w stanach patologicznych: naéldeniu ttniczym, chorobie wigcowej
I miazdzycy [McPherson wsp., 2004, Miyake-Ogawawsp., 2005, Morikawa wsp., 2005].

Ekspresj chymazy stwierdzono w komodrkach tucznych, komorkdobdbtonka
oraz komorkachrodmigzszowych wielu nargdow, w tym serca i nerek. W sercu cztowieka
chymaza jest syntetyzowana w komorkaobdbtonkowych i mezenchymalnych, a rastie
wydzielana do ptyndrodmigzszowego, gdzie odpowiada za syrt80% ilosci Ang Il obecnej
w sercu [Petrieg wsp., 2001]. Tak w¢c lokalnie w mé¢sniu sercowym czyécianie naczy
krwionosnych cztowieka zaledwie ok. 20% ilosci Ang Il wynika z czyrmmioACEL
[McPherson i wsp., 2004]. Z drugiej strony za poziom Ang Il w osoczu odpowiada prawie
wytacznie ACEL [Lorenz, 2010, Parkvsp., 2010], gdy chymaza, po prz&giu do krwiobiegu,
jest natychmiastowo unieczynniana przez licznie obecne we krwi inhibitory proteaz
serynowych [Urata wsp., 1993, Miyazaki i Takai, 2000, Miyazaki i Takai, 2001]. Chymaza
jest wec wrazliwa na endogenne inhibitory proteaz serynowych roggnny inhibitor
chymostatyne, nie jest jednak vitiava na inhibitory ACE [Urata wsp., 1990a, Urata wsp.,
1990b]. U szczuréw obecnos¢ chymazy potwierdzono w scianie adamyionosnych [Leite
wsp., 1997] oraz sercu i innych nadach [Mulleri wsp., 1998]. Dlatego tew regulacji funkcji
uktadu sercowo-naczyniowego wa role odgrywa zaréwno systemowa Ang Il, jak rownie

Ang Il powstata w wyniku aktywna$ lokalnego RAS.
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W stanach patologicznych chymaza odgrywa zjacrole w procesie przebudowy
i usztywnieniasciany naczy krwionosnych. Przebudowa macierzy zewnatrzkomoérkowej
odbywa s¢ poprzez aktywowanie przez chymazmetaloproteinazy 9 (MMP9)
I transformugcego czynnika wzrostfl (TGF{§1) [Harrison-Bernardi wsp., 2013] oraz
bezposrednj degradagj fibronektyny i kolagenu IV [Urata, 2000]. ROwnoleglyntetyzowana
przez chymag Ang Il dziata mitogennie na komorki esniowki gtadkiej [Guoi wsp., 2001].
W procesie tym chymaza wykazuje dwudziestokrotniezsay aktywnos¢ katalityczna
w stosunku do Ang | miinne tkankowe enzymy twasze Ang Il [Weii wsp., 2002]. W efekcie
sciana naczynia ulega pogrubieniu, ale odtozone witdkna macierzy zewnatrzkomorkowej

zmniejszag jej elastycznos¢.

OSOCZOWY RAS LOKALNY RAS

Watroba j r Inne narzady

Angiotensynogen

Renina Renina nerkowa
nerkowa Renina tkankowa
Ang | (1-10)
ACE ACE tkankowy
ey Inne proteazy,
w tym chymaza
Ang Il (1-8)
u n
u n
vy Vv
Skurcz naczyn AT1 | AT2 Rozkurcz naczyn
Retencja sodu Natriureza
Dziatanie prozapalne Dziatanie przeciwzapalne
Stres oksydacyjny
Zwtdknienie

Ryc. 1. Schemat dziatania ukladu renina-angiotensyna (RAS). Po lewej stronie zaznaczono
dziatanie osoczowego RAS, po prawej — lokalnego (tkankowego) RAS. Nazwy enzymow
zapisano kursyw Egzogenne inhibitory oznaczono na pomerawo. Wgzanie do receptora
oznaczono przerywaninig. Efekty pobudzenia receptorow wymieniono w szamgrhkach.

Na podstawie: [Haulicawsp., 2005, Chappell, 2012, Nehmessp., 2019].
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1.4. Wplyw diety wysokosodowej na uktady zaangawane w regulacg

cisnienia krwi

1.4.1. Zmiany w ukiadzie renina-angiotensyna

W efekcie dziatania diety wysokosodowej zmienig sktywnos¢ i dostpnosé
poszczegOllnych skiadnikéw uktadu renina-angiotensyna. Przy wzrosgi®d3erwuje si
obnizenie ekspresiji reniny, ktéremu towarzyszy wzrosipetsjii ACE oraz receptorow AT1
[Samueli wsp., 2012]. Pacjenci sodowatiwi reagug na wzrost spogcia sodu wgkszymi
wartosciami MABP i mniejsgz redukcj aktywno<i osoczowej reniny mipacjenci sodooporni
[Poch i wsp., 2001]. Obubna wraliwos¢ nerkowego mechanizmu reguoggo uwalnianie
reniny moze wgc by jedng z przyczyn sodowrbwosci. Z kolei ACE, ktdrego ekspresja
w diecie HS rosnie, zdolny jest do przeksztalcania naczyniorozggesg bradykininy
w nieaktywng pochodn[Carey i Siragy, 2003]. W efekcie sygnat rozszey@apaczynia ulega

ostabieniu.

1.4.2. Zmiany w uktadzie wspotczulnym

Dieta HS u zwiergt prowadzi do zwikszenia ogolnej aktywnosci wspotczulnej.
Jednym z najwaniejszych obszaréw osrodkowych odpowiedzialnych za wspoétczulng kentrol
napkcia naczy krwionasnych jest dogtowowy brzuszno-boczny obszar rdzeraagluzonego
(RVLM, ang.rostral ventrolateral medulla). Jego wraliwos¢ na pobudzenie przez Ang Il
rosnie w diecie wysokosodowej, co przektadars wzrost cinienia ttniczego krwi [Adams
I wsp., 2008]. Ang Il oddziatujca na RVLM moze by syntetyzowana lokalnie [Grobavsp.,
2008] lub pochodZiz krgzenia ogdlnego, jakeze Ang Il jest w stanie przekraczbarier krew-
mozg [Rose i Audus, 1998]. W efekcie wzrostu aktyvaneéspotczulnej pod wptywem HS
napkcie neurogenne naczykrwionosnych rosnie, ale na ogét nie prowadzi to do wzrostu

cisnienia ttniczego u zdrowych zwiegz bez sodowraiwosci.

1.4.3. Zmiany strukturalne i czynnosciowe w naczyniach krwionasych

Dieta HS prowadzi do wzrostu oporu obwodowego poprzez nasilenie ekspresji
receptoréow AT1 dla Ang Il [Aroor wsp., 2013] oraz nasilenie produkcji ROS [Montezano i
Touyz, 2014]. Nasilona produkcROS podczas diety wysokosodowej stwierdzono w nhatyc
naczyniach n@sni prazkowanych, kory nerki i mézgu u szczuréw niepredyspeenych
do rozwoju nadgnienia ttniczego [Weir i Fink, 2005]. Z badadoswiadczalnych wynika

takze, ze dilugotrwale stosowana dieta HS prowadzi dockszdenia masy méni gtadkich
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sciany naczy oporowych, co sprzyja rozwojowi nadgienia ttniczego. Przyczyn
pogrubienia btonyrodkowej jest mitogenny wpltyw angiotensyny Il na kivki miesniowki,
nasilony u zwiergt na diecie HS dzki zwickszonej ekspresji receptorow AT1. Zarowno Ang
Il, jak i ROS zwekszap tempo aktywacji transformagego czynnika wzrostu TGt (ang.
Transforming Growth Factor £1) [Gibbonsi wsp., 1992, Tantisattamo i wsp., 2019], cytokiny
sprzyjapcej kumulacji macierzy zewnatrzkomoérkowej [Gwsp., 1998]. Misnidwka naczy
przyrasta w¢c na grubos¢ (za spraw proliferacji komoérek i rozrostu macierzy
zewnatrzkomorkowej), lecz ze wzglu na kumulagj wiokien macierzy zewnatrzkomaérkowej
elastycznos¢ warstwy mgniowej ulega zmniejszeniu.

Uszkodzenie naczy jakie pojawia si w efekcie wysokiej podg sodu, dotyczy
rowniez srodbtonka. U zwiergt na diecie HS obserwujessiszkodzenie warstwy glikokaliksu,
ktora w warunkach prawidtowych chrafmbdbtonek jako bariera selektywna, ogranigzajm.
in. oddziatywanie sodu i innych czynnikdw obecnych w osoczu na kosrédttonka [Bkaily
I wsp., 2021]. Uszkodzony glikokaliks utatwia przemieszczanieydinzilosci sodu do wnetrza
komoreksrédbtonka [Oberleithnerwsp., 2011], co zaburza potencjat btonowy i doprowadza
do uposledzenia odpowiedzi tych komorek na czynniki zewnetrzne. €cejyiuszkodzony
glikokaliks zwieksza prawdopodobistwo oddziatywania biatek osocza i komorek uktadu
odpornosciowego z komorkandiddbtonka, co z kolei zwksza prawdopodobhstwo rozwoju
w nich stanu zapalnego [Vinaiphatwsp., 2023]. Rzeczywicie, diecie HS towarzyszy
chroniczny stan zapalny o niskim gaéniu wsrodbtonku [Roson wsp., 2006, Moriguchii
wsp., 2011]. Uszkodzenie glikokaliksu prowadzi do dysfunkcfidbtonka objawiajcej sk
zmniejszeniem wydzielania NO. Dodatkowo, dieta HS prowadzi dozebm aktywnosi
eNOS w srédbtonku. W badaniach na hodowlach komdégekdbtonkain vitro wykazano,
ze nawet nieznaczny wzrosid® bez przekraczania jego zakresu prawidtowego, prowadzi
do istotnego obuenia aktywnosci eNOS [Martens i Edwards, 2011].

Oprocz dysfunkcjisrodbtonka u zwierst utrzymywanych na diecie wysokosodowej
opisane g zaburzenia odpowiedzi na substancje naczynioaktymar®wno rozszerzgje jak
I kurczce w naczyniach obwodowych i w naczyniachzknia mézgowego [Liuwsp., 1997,
Frisbee i Lombard, 1998, Webiewsp., 1999, Weber i Lombard, 2000, Sofélavsp., 2002,
Sylvestern wsp., 2002].

Mechanizm niekorzystnego dziatania diety wysokosodowe] na reguitapkcia
sciany naczy krwionosnych nie zostat w petni poznany. Badania wptywu riadmj poday
sodu i sodo-zalenego nadanienia ttniczego na regulagjoporu nacz§ krwionosnych

sa fragmentaryczne, a wnioski dotyce tego zagadnieniag sczsto wyprowadzane
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na podstawie wynikow uzyskanych z badza hodowlach komérek wchagtzich w skiad
sciany naczy krwionosnych. Czs¢ wynikdéw pochodzi z badiena szczurach sodowtavych,
takich jak Dahl czy DOCA, ktore na diecie wysokosodowej rozwijgdcénienie [Koborii
wsp., 2003]. Nie wiadomo, w jakim stopniu zmiany powstaj w naczyniach oporowych w
przebiegu sodo-zal@ego nadaénienia ttniczego § uwarunkowane zwkszona podza sodu
w diecie, a w jakim samym nadoieniem. Nie wiadomo réwnieczy, i w jakim stopniu,
naczyniowy uktad renina-angiotensyna bierze udziat w powstawaniu lub utrzymaniu sodo-
zaleznego nadeéhienia ttniczego. Zbadanie tego ostatniego zagadnienia wydsy
szczegOlnie istotne z punktu widzenia pewnych probleméwazamych z leczeniem
nadcknienia ttniczego za pomacinhibitorow ACE. Diugotrwate leczenie za pomdekow
z tej grupy traci skutecznos¢ u okoto 15% pacjentow. Zjawisko to nosi qngavieczki
angiotensyny” (angangiotensin escape) i charakteryzuje si postpujacym zwkkszaniem
osoczowego stzenia Ang Il mimo kontynuacji leczenia [Hollenbengsp., 1998]. W zwizku
z tym, ze wszech miar zasadne wydaje @bszukiwanie lekédw hamagych powstawanie
angiotensyny Il w sposob niezaley od inhibitorow ACE.

Osobnym, takze bardzo waym, zagadnieniem jest wptyw nadmiernego yp@ sodu
— istotnego czynnika ryzyka udaru mdzgu — na regellaapicia ttnicy srodkowej mozgu.
Jest to naczynie krwionosne, ktérego niedros¢ jest najcgstsza przyczyna udaru
niedokrwiennego, a zaburzenia regulacji moga prowadaideficytow poznawczych [Kubota
I wsp., 2022]. Wplyw diety wysokosodowej i sodo-zalego nadahienia ttniczego
na mechanizmy regulacji najia tej ttnicy nie byt systematycznie badany.

W badaniach pilotaowych do niniejszego projektu zaumemo, ze poziom jondw sodu
W 0S0Czu u zwiert na diecie wysokosodowej pozostaje w zakresie ndizjotogicznej przez
caly czas trwania doswiadczenia, tj. 28 dni. Wobec tego pojawitpysanie: jeeli nie sod to
co? Na podstawie finiennictwa ustalona;e posrednikiem w dziataniu sodu przyjmowanego
droga pokarmow moze by toksyna powstara w efekcie pracy bakterii jelitowych — tlenek
trimetyloaminy TMAO. Wykazano,ze u szczuréw na diecie wysokosodowegzshie
tej toksyny w osoczu krwi znacznie wzrasta [Biskai wsp., 2018]. Dlatego tezdecydowano
Sie na oznaczenie gtenia TMAO w osoczu zwiegt na diecie wysokosodowej oraz

standardowej w ramach doswiad@ézepisywanych w niniejszej rozprawie.
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2. Hipotezy badawcze

W oparciu o przedstawione we Wsie informacje o niekorzystnym wptywie
nadmiernej poday sodu w diecie na naczynia krwionosne sformutowanocpagice hipotezy:
1. Diugotrwale stosowana dieta wysokosodowa wywotuje zmiany czynnosciowe:
e W obwodowych naczyniach krwionosnych typu oporowego,ao@jstotny
wptyw na rozwoj sodo-zakmego nadaénienia ttniczego;
e w duzch, oporowych naczyniach krwionosnych mozgu, prowadz
do zaburzenia srdédbtonkozaleej regulacji kgzenia mézgowego.
2. Dtugotrwale stosowana dieta wysokosodowa wptywa niekorzystnie na mikrobiot
jelitows, prowadac do nadmiernej produkcji trimetyloaminy i TMAO.
3. Rozwoj sodo-zalenego nadaghienia ttniczego jest zwizany zaréwno z pobudzeniem
osoczowego, jak i lokalnego uktadu renina-angiotensyna.
4. Inhibitory chymazy s skuteczniejsze w leczeniu sodo-zalego nadénienia

tetniczego nk inhibitory osoczowego enzymu konweHtggo angiotensyn

Hipotezy te weryfikowano realizag nas¢pujace cele szczegotowe projektu:

1. Okreslenie wptywu wysokiej podey sodu i sodo-zaimego nadaénienia ttniczego
na odpowiedzitetnicy zaopatrujacej miesien smukly (GMA, obwodowe naczynie
oporowe) oraztetnicy srodkowej mozgu (MCA, naczynie oporowe Kkrenia
mozgowego) naubstancje naczyniozwzajace (agonist receptora AT1 i endoteline-
1) oraz substancje naczyniorozszerzgie zalezne od NO (acetylocholini ATP).

2. Okreilenie udziatu tlenku azotu w ksztattowaniu podstaeganapiciasciany GMA
i MCA przy uzciu inhibitora syntazy tlenku azotu (estru metylowego nitro-L-
argininy, L-NAME).

3. Okreslenie wptywu wysokie] podey sodu i sodo-zaléego nadanienia ttniczego
na stan glikokaliksusrodbtonka naczy krwionosnych, niezbe¢dnego do pobudzenia
wydzielania NO w odpowiedzi na nagpeniascinajce. Dla realizacji tego zadania,
w osoczu krwi badanych zwieftz oznaczano stenie syndekanu-1 (wskaik
uszkodzenia glikokaliksu), &tenie azotynow (metabolity NO swiadczce
o podstawowej aktywna$ wydzielniczejsrodbtonka) i ADMA (endogenny inhibitor
syntazy NO).
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4. PorOwnanie efektywri@i hipotensyjnego i naczyniowego wptywu blokeréw
osoczowego (enalapril, inhibitor ACE) i tkankowego (chymostatyna, inhibitor
chymazy) uktadu RAS u szczurow z sodo-zajen naddnieniem g&tniczym.

Aby realizowg& cele szczegétowe zaplanowano serie hada szczurach Sprague-
Dawley (stado bez genetycznych predyspozycji do rozwijania $raeligia ttniczego), ktére
przez okres 28 dni utrzymywane byty na diecie standardowej lub wysokosodowejsdl cz
zwierzat usungto nerke, co wywotato utrudnienie w utrzymaniu bilansu soelgov Zwierzta
na diecie wysokosodowej z usutai nerka rozwijaty sodo-zal@e naddnienie ttnicze, stajc
si¢ odpowiednim organizmem modelowym do przetestowai@mutowanych powsej

hipotez.
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3. Materiaty i metody

Badania byly finansowane z programu MMRC-KNOW/KNOW 05: ,Udziat zmian
naczyniowych w rozwoju sodo-zaleego nadahienia ttniczego”. Procedury doswiadczalne
zostaty zaaprobowane przez IV i Il Lokaldgomisje Etyczng ds. Bada na Zwierztach
Doswiadczalnych w  Warszawie (numery uchwat 05/2014, W2076/2018,
WAW2/075/2018).

3.1. Zwierzeta

Doswiadczenia prowadzono na szczurach samcach staaguepbDawley (SD; n = 140)

0 wyjsciowe] masie ciata okoto 200 g, pochadgch ze zwiergtarni IMDIK PAN.
Doswiadczenie rozpoczynato esipo tygodniu aklimatyzacji do nowego pomieszczenia,

w ktorym zwierzta przebywaty przez nagine 28 dni prowadzenia doswiadczenia. Szczury
byty utrzymywane w klatkach bytowych w parach w systemie oswietleniaxdziec 12:12,

z wolnym dosgpem do pokarmu i wody. Podczas podawania substeryjinych w wodzie

do picia zwiergta byty utrzymywane w klatkach pojedynczo. Pokarmanetvita pasza
standardowa (Labofeed B — standard; 0,25% Na, w/w; Wytwornia Pasz ,Morawski”, Kcynia,
Polska; dalej w skrocie NS) lub wysokosodowa (Labofeed B — wysokosodowa; 4% Na, w/w;
Wytwornia Pasz ,Morawski”, Kcynia, Polska; dalej w skrocie HS).

Sodo-zalene naddinienie ttnicze wywolywano u zwiegt na diecie HS, ktérym
redukowano liczbe nefronéw przez jednostronne ugimi nerki (nefrektong, UNX).
Potagczenie tych dwoch czynnikow — wysokiej pagasodu w diecie i obuonej zdolnosci
regulowania gospodarki sodowej przez nerki — wywotuje rozwoj sodareaje nadéhienia
tetniczego w cigu dwoch tygodni [Bdzynska i Sadowski, 2012, g8zynskai wsp., 2019].

W kolejnych grupach zwiegta z rozwingtym sodo-zalenym naddnieniem gtniczym
poddano leczeniu farmakologicznemu.gcknie zwierzta podzielono na sZé& grup
doswiadczalnych, ktére dalej beda oktane skrotowo jako:

1. SHAM-NS - szczury SD z pozorowana nefrektarfang.sham) na diecie NS (grupa

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

2. SHAM-HS - szczury SD z pozorowana nefrektenfang. sham) na diecie HS,

trwajacej 28 dni (n = 24);

3. UNX-NS — szczury SD z jednostronng nefrektgnfang. unilateral nephrectomy)

na diecie NS (grupa kontrolna 2), traegj 28 dni (n = 23);
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4. UNX-HS — szczury SD z jednostronng nefrektgnfang. unilateral nephrectomy)
na diecie HS, trwagej 28 dni (n = 24);

5. UNX-HS+Enal — szczury SD z jednostronng nefrektpmiang. unilateral
nephrectomy) na diecie HS, trwagej 28 dni, ktdre od 14 dnia diety otrzymywaty
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.agznie n = 26);

6. UNX-HS+Chym - szczury SD z jednostronng nefrektpmiang. unilateral
nephrectomy) na diecie HS, trwagej 28 dni, ktdre od 14 dnia diety otrzymywaty
w wodzie do picia chymostatyne (Chym) w jednej z czterech dawek: 1 (n = 6),
2(n=6),4 (n=6), 6 (n=4) mg/kg m.cacknie n = 22).

3.2. Przebieg déwiadczenia

3.2.1. Monitorowanie cénienia tetniczego krwi i stezenia jondéw sodu w osoczu

Przyzwyczajanie do czynnoscipomiarowych. W tygodniu poprzedzagym rozpoczcie
procedury dosiadczalnej zwiergta przyzwyczajano do nieinwazyjnych pomiarowénenia

krwi tetniczej za pomag mankietow okluzyjnych, zaktadanych na ogon (syst&r Life
Sciences Blood Pressure, Woodland Hills, CA, USA). Pomiar taki wymagat chwilowego
unieruchomienia szczura w rurce pomiarowej, co stanowito czynnik stresorodny,
a przyzwyczajenie zwiegr do tych warunkow miato na celu ograniczenie stesiazanego

Z pomiarem.

Dzien ,0”. W dniu, w ktérym rozpoczynano doswiadczenie chroniczne, wykonywano pomiar
cisnienia krwi ttniczej, po ktdorym nagpowato pobranie krwi zzyly ogonowej celem
okreslenia stzenia jondw sodu w osoczungy. Wartosci cénienia oraz Ra uznano za wartosci
wyjsciowe (na wykresach opisywane gko dzié ,0”). W kolejnym kroku zwierzta
poddawano nefrektomii lub nefrektomii pozorowanej. Naste szczurom w grupach ,-HS”
zamieniano pasz standardow na pasg wysokosodow. Szczury w grupach ,-NS”
otrzymywaty nadal wyjciowg pasz standardow (Ryc. 2).

Punkty pomiarowe. Szczury spopwaty pasz o zréznicowanej zawartosci sodu (NS lub HS)
przez 28 dni. Podczas trwania diety raz w tygodniu (dni ,,7”, ,14”, ,21” i ,28”) monitorowano
cisnienie krwi ttniczej, a nagpnie pobierano prébke krwi, podobnie jak w dniu ,0” (Ryc. 2).

a7



A ZABIEG POBRANIE
Nefrektomia (UNX) Tetnica srodkowa
lub . mozgu (MCA)
Nefrektomia pozorowana Tetnica zapatrujgca
(SHAM) miesienn smukty (GMA)
BP, Py, BP, Py, BP, Py, BP, Py, BP, Py,
0 7 14 21 28
| ] ] | | >
DIETA
Wysokosodowa, 4% Na* (HS)
lub
Standardowa, 0,25% Na* (NS)
B ZABIEG POBRANIE
Nefrektomia (UNX) Tetnica srodkowa
mozgu (MCA)
Tetnica zapatrujgca
miesien smukty (GMA)
BP, Py, BP, Py, BP, Py, BP, Py, BP, Py,
0 7 14 21 28
| | | | | >
DIETA
Wysokosodowa, 4% Na* (HS)
BLOKADA RAS
Enalapril (Enal)

lub

Chymostatyna (Chym)

Ryc. 2. Schemat przebiegu doswiadczenia. A. Wywotanie sodazmafgo nadenienia
tetniczego (szczury z nefrektognna diecie wysokosodowej — UNX-HS — oraz odpowiednie
grupy kontrolne). B. Podawanie inhibitoréw ukfadu renina-angiotensyna (RAS) dla szczuréw
z sodo-zalenym nadcénieniem ¢tniczym.
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3.2.2. Zabieg jednostronnej nefrektomii lub nefrektomii pozorowanej

Zabiegi chirurgiczne wykonywano w warunkach sterylnych w znieczuleniu ogélnym
(ketamina 50 mg/kg, ksylazyna 7,5 mg/kg, i.p.; Vetoquinol Biowet, Gorzow Wielkopolski,
Polska). Po uprzedniej miejscowej dezynfekcji i ogoleniu skory wykonywagoieci
ledzwiowe, a nasgpnie delikatnie uwalniano negkz otaczajcych tkanek i ttuszczu. Szyput
nerkowg podwigzywano, a nerke usuwano (krok ten pomijano w operacji pozorowanej).
Nastpnie zaktadano szwy (oddzielne na powtok¢sniowe, a oddzielne na skdrn podawano
Metacam (0,2 mg/kg, s.c.; Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH, Ingelheim, Niemcy) —
srodek tagodacy bdél pooperacyjny. Zwieeta przenoszono do indywidualnych klatek
bytowych; w grupach ,-HS” zmieniano paszna wysokosodow Nastpnego dnia
kontrolowano stan szwéw i w razie potrzeby poprawiano je, aprastponownie gczono
zwierzeta w pary. Zabieg nefrektomii/pozorowanej nefrektomykonywano losowo — raz

prawostronnie, a raz lewostronnie.

3.2.3. Pomiary w klatkach metabolicznych

U szczuréw z grup SHAM-NS, SHAM-HS, UNX-NS i UNX-HS (n = 3 dlazdtgj
z grup) wykonano pomiary w klatkach metabolicznych, pozweéapa okréenie dobowego
spozycia wody, diurezy (tempa wydalania moczu/wody) trinaezy (tempa wydalania sodu).
Szczury umieszczano na 24 godziny w indywidualnych klatkach metabolicznych (Tecniplast
Gazzada, Buguggiote, Wiochy) raz w tygodniu; pierwszy pobyt w klatkach metabolicznych
rozpocat si¢ dobe przed dniem ,0”. Kaly dobowy pobyt w klatkach metabolicznych
konczyt st pomiarem cinienia ttniczego krwi i pobraniem probki krwi wedtug czynnosci
opisywanych wyej. Pomiar spogcia wody i diurezy odbywat si za pomog wagi,
pozwalapcej okréli¢ ubytek wody z butelki oraz ilos¢ moczu zebranego w odpowiednim
pojemniku. Poziom natriurezy wymagat oznaczeniestia sodu w moczu {d, czynnoscé

opisana dalej), a iloczyn tej wartosci i wielkosci diurezy (V) dawat wartwdtriurezy (WaV).

3.2.4. Podawanie substanciji hipotensyjnych

Szczurom z sodo-zaleym naddnieniem gtniczym, ktore rozwingto si w grupie
UNX-HS, podawano inhibitory odmiennych enzymdéw odpowiedzialnych za powstawanie
Ang Il

e 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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e 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 byly w wodzie do picia, pgaszy od dnia ,14” doswiadczenia,
przy czym pomiary &nienia krwi i pobranie probki krwi tego dnia odbywailsie
przed rozpocgciem podawania inhibitorow. Podczas podawania tyabst&ncji zwiergta
przebywaty w klatkach indywidualnie. Roztwdr inhibitorow byt przygotowywany codziennie
I podawany zwiergom w butelkach z ciemnego tworzywa celem ograniezerkiadania si
inhibitoréw. Dobowa dawka inhibitorow byta rozpuszczana w ilosci wody nieznacznie
mniejszej nk przecetne dobowe sporcie (okrglone dzeki badaniom w  klatkach
metabolicznych), co powodowato przgje catej podanej dawki przez zwierdV nielicznych
przypadkach po wypiciu leku zwierzotrzymywato na pozostatczes¢ doby wode bez

inhibitora.

3.2.5. Por6éwnanie skutecznosci substancji hipotensyjnych

Skutecznos¢ hipotensyjng oceniano przez porownanie IC50 (daff-maximal
inhibitory concentration) dla obu substancji [Sebaugh, 2011]. Wartosci IC50 obliczono
przy pomocy programu GraphPad Prism (wersja 5, GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
Wskaznik ten uywany jest najogsciej do okrélania aktywnogi substancji cytotoksycznych.

W naszym przypadku postiz on do okrélenia stzenia enalaprilu i chymostatyny
wywotujacego obnitenie cénienia rozkurczowego w grupach UNX-HS-Enal i UNX-IE@8ym
0 50% w stosunku do siienia rozkurczowego DBP w grupie kontrolnej UNX-H&jra to
wartos¢ przygto za 100%. Do analizy wybrandgienie rozkurczowe, poniewgego wielkos¢

koreluje lepiej, nt wielkos¢ cnienia skurczowego SBP, ze stanem ¢apinaczyi i TPR.
3. 3. Badania czynnécioweex vivo

3.3.1. Pobranie naczyrkrwionosnych i krwi do dalszych analiz

Zwierze znieczulano mieszaning oM>0 (30%/70%) zawieraga 5% izofluranu.
Po sprawdzeniuze zwierz nie cofa tapy w odpowiedzi na ucisk, wykonywano aj@tacg
za pomog gilotyny.
Mieszang krew wyplywaga z naczyi tutowia pobierano w sposob zahy
od przeznaczenia probki. PrObke krwi przeznaczona do oznaczania Ang |l pobierano
do probowki zawierajcej koktajl inhibitorow proteaz (Protease InhibitGocktail, Sigma,

Saint Louis, MO, USA), odwirowywano (3000 g, 10 min) i zamareo w cieklym azocie.
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Pozostate prébki krwi pobierano do heparynizowanych probéwek, odwirowywano (3000 g,
10 min), chroniono przed ekspozycjiaswiatto (zabieg konieczny dla p6zniejszego oznaczenia
metabolitow NO) i zamraano w suchym lodzie. Wszystkie probki przechowywano
w temperaturze -8€C.

Mdzg wyjmowano w czasie krétszymznB minuty od dekapitacji i umieszczano
w jatowym roztworze 0,9% NaCl o temperaturze 4 °C. Gftiede MCA izolowano z mézgu
poczawszy od kegu Willisa, a naspnie delikatnie oczyszczano z tkanek przylegggh.
W dalszym kroku pobierano odpowiednie wycinkiegnia smuktego z obu konczyn tylnych
szczura (rozpoczynano naprzemiennie od lewej lub prawej) i umieszczano w roztworze 0,9%
NaCl o temperaturze 4 °C. Z4dej konczyny izolowancgtnice GMA. Wyizolowane naczynia
umieszczano w indywidualnych komorach arteriografu wypetnionych roztworem soli
fizjologicznej buforowanej kwasem 3-[N-morfolino]propanosulfonowym z dodatkiem 1%
dializowanej albuminy wotowej (MOPS-PSS-Alb), w ktorym prowadzono badania
czynnosciowe. Podczas jednego doswiadczenia badano reaktywnosé jetiney tMCA
(naprzemiennie z lewej lub prawej poétkuli) oraz jedréjity GMA (naprzemiennie z lewej

lub prawej konczyny).

3.3.2. Przygotowanie naczyio badan

Naczynie przeniesione do komory arteriografu kaniulowano za pprepklanej
kapilary i mocowano za pomgcnici nylonowej 10-0. Swiatlo naczynia delikatnie
przeptukiwvano MOPS-PSS-Alb zgodnie z fizjologicznym kierunkiem przeptywu krwi celem
usunecia krwi z naczynia. Nagbnie wolny koniec naczynia mocowano na drugiej sla
kapilarze, a komerarteriografu przenoszono na stolik odwréconego oskopuswietinego
(CKX41, Olympus, Center Valley, PA, USA). Naczynie byto perfundowane MOPS-PSS-Alb
w tempie 100pl/min pod statym cinieniem hydrostatycznym wynagzm 80 mmHg
w przypadku naczy pobranych ze szczuréw normotensyjnych lub maksymdl80 mmHg
w przypadku naczypobranych ze szczuréw z sodo-zalgm naddnieniem ¢tniczym UNX-

HS oraz UNX-HS otrzymagpych substancje o dziataniu hipotensyjnym. Podczas
doswiadczenia przeptyw wewnatrznaczyniowy byt utrzymany w MCA, ale nie w GMA{&Cs

I wsp., 2014]. Plyn na zewnatrz naczynia (MOPS-PSS), o temperaturze 37 °C i4pH 7
wymieniano w tempie 20 ml/min przy yziu pompy perystaltycznej (typ PP2B-15, ZALIMP
lub Masterflex, Cole Parmer, Vernon Hills, IL, USA). Temperatura ptynu zewnatrz-
i wewnatrznaczyniowego utrzymywana byla na statym poziorBieé °C. Naczynie

obserwowano przy pomocy toru wizyjnego zdaego z kamery i monitora telewizyjnego.
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Srednia: naczynia mierzono manualnie bezposrednio na ekranie monitora. Faza stabilizacyjna
naczynia (m¢dzy kaniulacg a rozpoczciem dogviadczenia) wynosita 60 min. Podczas catego
doswiadczenia roztworem wewnatrznaczyniowym pozostawat MOPS-PSS-Alb, a zewnatrz-
naczyniowym — MOPS-PSS (Ryc. 3).

PLYN WEWNATRZNACZYNIOWY

MOPS-PSS-Alb

(37 °C, pH 7,4)

state ci$nienie mmHeg]
hydrostatyczne 120

N
o

\___‘
-—

/v Q-:-‘.:‘-jst---ﬁ!ﬂi:-lt}—:—;
| S
taznia Pompa = n
wodna peryst.
L 1 L 1 g~ \
MOPS-PSS
(37 °C, pH 7,4)

Ryc. 3. Schemat aparatury do badazynnosciowychex vivo. MOPS-PSS — roztwér soli
fizjologicznej buforowanej kwasem 3-[N-morfolino]propanosulfonowym. MOPS-PSS-Alb —
roztwor soli fizjologicznej buforowanej kwasem 3-[N-morfolino]propanosulfonowym
z dodatkiem 1% dializowanej albuminy wotowe;.

3.3.3. Potwierdzenie zywotnosci wyizolowanego naczynia

Badania czynnaiowe przeprowadzano wggdznie na naczyniach, ktére spetnity dwa kryteria
zywotnosci. Pierwszym z nich byto nabranie regh miogennego podczas fazy stabilizacyjnej;
wyrazem tego nagtia jest zmniejszenigrednicy naczynia w stosunku deednicy naczynia
nieucinieniowionego (bezposrednio po kaniulacfpednio o 35-40%. Drugim kryterium

zywotnosci byta odpowiedz na zekszenie stzenia jondw potasu w przestrzeni
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zewnatrznaczyniowej (roztwor 20 mM KCl w roztworze MOPSS podawany przez

co najmniej 15 min). Prawidtowe naczynie krwionosne odpowiadato na KCI rozszerzeniem
przynajmniej o 20%. Jeli naczynie nie spetnito tych kryteribw, uznawanetob

za niereaktywne, co skutkowato wykluczeniem go z doswiadczenia. Po potwierdzeniu
zywotnosci ptyn zewstrznaczyniowy byt wymieniany na czysty MOPS-PSS.kBkzjnych

15 min stabilizacji w nowych warunkach, mierzono ponovéngglnie; naczynia (pomiar ten

uznawano za wyriows srednie naczynia w dogiadczeniu) i rozpoczynano badanie.

3.3.4. Badanie reaktywnosci GMA i MCA

W pierwszej kolejnosci badano naczynia szczur6w z grup nieotragyal) substancji
hipotensyjnych (SHAM-NS, SHAM-HS, UNX-NS, UNX-HS). Nathicach GMA i MCA,
spetniapcych kryteria ywotnosci, sprawdzano odpowiedzi na podanie:

e substancji naczyniokurgzych: agonisty receptora AT1 (Adgbs GMA, n = 20, MCA,
n = 21) i endoteliny-1 (ET-1; GMA, n =21, MCA n = 25);

e substancji o zalenym od srodbtonka dziataniu naczyniorozszemaim: 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 udziatu NO w utrzymaniu napa podstawowego badanych natZGMA,

n=22; MCA, n = 23).

Sposob podawania substancji przedstawiono w Tabeli 1.

Tabela 1. Substancje naczynioaktywne stosowane podczas loaganosciowychex vivo, wraz
z drogs podania, dawkami i czasem podawania (powolnej infuzji kexgjzste pomiaremsrednicy
naczynia). AT1Ryn — agonista receptora typu 1 dla angiotensyny Il, ET-1 — endotelina-1,
ACh — acetylocholina, ATP — adenozynetifosforan, L-NAME — ester metylowy nitro-L-argininy.

Substancja Droga Dawki Czas podawania
10 9 9
AT1Ragon  zewnatrznaczyniowo ?g%ﬁ{/l M, 10°M, 5x10°M, 5 min
. 101° M, 5x10% M, 10°M, .
ET-1 zewnatrznaczyniowo 5x10° M. 10° M 15 min
, 10°M, 108 M, 5x108 M, .
ACh zewnatrznaczyniowo 107 M, 5x107 M 15 min
, 108 M, 5x108 M, 107 M, .
ATP wewnatrznaczyniowo 5x107 M. 10° M 15 min
L-NAME  zewnatrznaczyniowo 10M 30 min
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Substancje podawane zewnatrznaczyniowo byly rozpuszczone w MOPS-PSS, a WTP —
MOPS-PSS-Alb. Naczynie otrzymywato wygknie jedna substancjAT1Ragon ET-1, ACh
lub ATP) we wszystkich zaplanowanych dawkach, podawanych w kolejnosci rosnacej.
Dodatkowo, po zakonczeniu tego doswiadczenia, naczynia, na ktérych badano reaktywnosé¢
na AT1R.gon zoOstaly wykorzystane do olétenia odpowiedzi na L-NAME. Przed
rozpoczciem tej czsci badania, komer arteriografu dokladnie ptukano, a ptyn
zewngtrznaczyniowy wymieniano na czysty MOPS-PSS. Po itb stabilizacji mierzono
srednicg; naczynia {rednica wyciowa), a naspnie podawano L-NAME w infuzji.
Na podstawie powsszych bada reaktywnosci mozna byto okék¢, ktére z naczy

w grupie z nadgnieniem sodo-zaimym UNX-HS charakteryzgjsic uposledzeniem funkciji.
Wybrane w ten sposéb naczynia i testy czynnosciowe pgshudo oceny skutecznosci
enalapriu i chymostatyny w grupach UNX-HS+Enal i UNX-HS+Chym.
Ostatecznie, w tych dwoch grupach ckoeo odpowiedz:

e GMA na podanie AT1Ryon(n = 30),

e MCA na podanie ATP (n = 35),

e GMA (n=30)i MCA (n = 34) na podanie L-NAME,
przy czym kadorazowo zachowano warunki podawania opisane w Tabel
Te doswiadczenia przeprowadzano wg. gaspcego schematu: po zakonczeniu badania
reaktywnosci na AT1Ronlub ATP naczynia zbyly wykorzystane do odtemia odpowiedzi
na L-NAME. W przypadku naczy ktére przeszty test reaktywnosci na ATER postpowano
W SposOb opisany wej. W przypadku naczy ktore przeszty test reaktywnosci na ATP,
ptyn wewnatrznaczyniowy wymieniano na czysty MOPS-PSS-AIb.3Bomin stabilizacji
mierzono srednig naczynia {rednica wygciowa), a nagpnie podawano L-NAME w infuzji.

3.4. Analiza probek osocza i moczu

3.4.1. Pomiary sgzenia jonow sodu w o0soczu i moczu, zbieranych w dekadczeniu
chronicznym

Krew pobranaz zyty ogonowej w dniach ,0”, 7", ,14”, ,21" 1 ,28” wrowano (3000 g,
10 min), a osocze zbierano i przechowywano w temperaturze -80 °C. Mocz zebrany w klatkach
metabolicznych wirowano (800 g, 5 min) celem usciai ewentualnych zanieczyszaze
anastpnie przechowywano w -20 °C. Pomiagz&nia jonoéw sodu wykonywano przyyciu

fotometru ptomieniowego (model PFP7, Jenway, Essex, UK), po czym odczytywano z krzywej

54



standardowej wykidonej na podstawie pomiaréw roztwordw standardowyctznanym

stezeniu sodu.

3.4.2. Analiza osocza zebranego w chwilspienia terminalnego

Zamrozone uprzednio prébki osocza przechowywano w tempeeat80 °C ado dnia

analizy.
Okreslenie sezenia Ang Il w osoczu

Stezenie Ang Il w 0soczu oznaczano za pogiastu ELISA (Cat. EK-002-12, Phoenix
Pharmaceuticals Inc., Burlingame, CA, USA). Przed jego wykonaniem 0socze 0czyszczano
na kolumnach ekstrakcyjnych (Bakerbond spe, Octadecyl, C18, J.T. Baker Inc., Philipsburg,
NJ, USA) wykorzystuyjc technike SPE. Ekstrakcja na kolumnach SPE polega
na przepuszczeniu ciektej probki przez ztoze sorbentu (w tym przypadku: ztoze krzemionkowe)
i adsorpcji oznaczonych zyzkdéw na ztozu. Osocze i bufor ekstrakcyjny A (nr kat. RK-BA-1,
Phoenix Pharmaceuticals Inc., Burlingame, CA, USA) ramzano 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 ¢@se trzykrotnie
przemywano buforem A. Na aktywowane kolumny naktadano supernatant, gpmast
dwukrotnie przemywano buforem A. Ostatnim etapem bylo wymycie Ang 1l ze ztoza poprzez
dodanie na kolumny buforu B; eluent zbierano w probéwce ¢la& odparowywano do sucha
azotem technicznym (6.5 M3, Nord Gaz s.c., Warszawa, Polska) i zamoray -80 °C do czasu
wykonania testu ELISA. Oznaczenie wykonano w Zaktadzie Neuroendokrynologii Klinicznej
Centrum Medycznego Ksztatcenia Podyplomowego w Warszawie.

Okreslenie sezenia metabolitbw NO w osoczu

Stezenie azotynOw w 0soczu oznaczano za panam@lizatora tlenku azotu NOA 280
(Sievers Instruments, Boulder, CO, USA). Metoda pomiaru polega na redukcji NO zagpomoc
ozonu i wytworzeniu sygnatu chemiluminescencji. Probki osocza etasbj 100 pl
wprowadzano do zbiornika zawieseggo jodek potasu w kwasie octowym. Roztwor ten
redukuje azotyny do NO. Analizator wytwarza ozorg)(Cktéry reaguic z NO tworzy
dwutlenek azotu (N@) i tlen (Q). Czsteczki NQ powstaj w stanie wzbudzonym elektrycznie
(NOy"), a ich elektrony, powracaj do stanu pierwotnego uwalmjajadmiar energii w postaci
fotonu @v). Sygnat chemiluminescencyjny analizatora NO byt ¢pase przeliczany

na stzenie za pomagkrzywej kalibracji otrzymanej ze standardowych veatow azotynow.
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Oznaczenie wykonano w Zaktadzie Fizjologii Klinicznej Centrum Medycznego Ksztatcenia
Podyplomowego w Warszawie.

Okreslenie sezenia TMA, TMAO i ADMA w osoczu

Stezenie trimetyloaminy (TMA), tlenku trimetyloaminy (TAMD) i symetrycznej
dimetyloargininy (ADMA) w 0soczu oceniano za porgagysokosprawnego chromatografu
cieczowego (Waters Acquity Ultra Performance, Milford, CT, USA) smmaego z potréjnym
kwadrupolowym spektrometrem masowym (Waters TQ-S, Milford, CT, USA) w Zaktadzie
Fizjologii i Patofizjologii Eksperymentalnej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego [Ufnal
I wsp., 2014].

Okreslenie sezenia syndekanu-1 w osoczu

Pomiary stzenia syndekanu-1 (wskaika stanu glikokaliksu) w osoczu zostaty
wykonane za poma@ctestu immunoenzymatycznego ELISA wedtug instrukepducenta
(nr kat. E-EL-R0996, Elabsciencelouston, TX, USA) w Zaktadzie Neuroendokrynologii
Klinicznej Centrum Medycznego Ksztatcenia Podyplomowego w Warszawie.

3.5. Analiza statystyczna

W analizie statystycznej postuzonog sprogramem GraphPad Prism (wersja 5,
GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Do porawnaicdzygrupowych zmiennych
mierzonych w czasie stosowano test jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) i @analiz
post hoc testem wielokrotnych poréwnal ukeya, chybae zaznaczono inaczej. Wartosci dla
indywidualnych punktéw w czasie poréwnywano za pamntastu t Studenta. W tekscie,
tabelach i na rycinach jako m¢arozrzutu danych podawarscedni arytmetyczna oraz bél
standardowyredniej (SEM, ang. Standard Error of the Mean).sfating statystycznie roznjc
przyjmowano poziom istotnosci § 0,05. Na rycinach zaznaczano trzy stopnie istotnosci: 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. Wptyw 28-dniowej diety wysokosodowej na wybrane parametry
fizjologiczne w badanych grupach zwierzt

4.1.1. Masa ciata zwiergt

W chwili rozpoczcia doswiadczenia (dzie,0”) masa ciala zwiert w grupach
SHAM-NS, SHAM-HS, UNX-NS i UNX-HS byla zbliona. Przez cztery tygodnie
doswiadczenia szczury we wszystkich grupach doswiadczalnych przybieraly na wadze
podobnie (Ryc. 4). Przyrost masy ciata przez czas trwania doswiadczenia w poszczegolnych
grupach byt do siebie zbny (SHAM-NS, 108,8 + 5,6 g; SHAM-HS, 109,5 £ 4,0Wj\X-

NS, 107,3 £ 3,3 g; UNX-HS, 107,2 + 4,8 g).

Masa ciata
- =@ ~--SHAM-NS —&— SHAM-HS =-#%--UNX-NS —#— UNX-HS
400 -+

masa ciata [g]
N
o
o

0 7 14 21 28
Czas trwania diety [dni]

Ryc. 4. Przyrost masy ciala w czasie trwania doswiadczenia u ziviesizdiecie standardowej (NS)
lub wysokosodowej (HS), poddanych nefrektomii (UNX) lub nefrektomii pozorowanej (SHAM).
Krzywe przedstawiajsredng arytmetyczna + SEM. Liczebnos¢ grup: SHANS, n = 18; SHAM-HS,
n=21; UNX-NS, n =20; UNX-HS, n = 21.

4.1.2. Zmiany cénienia tetniczego krwi i stezenia sodu w osoczu

W chwili rozpoczcia dawiadczenia (dzig,0”) grupy SHAM-NS, SHAM-HS, UNX-
NS i UNX-HS cechowaty si porownywalnymi wartosciami énienia skurczowego (SBP),
rozkurczowego (DBP) i $sredniego (MABP; Tab. 2, Tab. S1). W grupach SHAM-NS, SHAM-

HS i UNX-NS nie obserwowano wzrostu waxtbcisnienia ttniczego w kolejnych dniach
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doswiadczenia. W przeciwistwie do nich, w grupie UNX-HS obserwowano istotnyrest
cisnienia poczwszy od dnia ,7” (p < 0,001 zaréwno dla SBP, DBP jaWdABP; Tab. 2).
Pocawszy od dnia ,,7” wartosci énien SBP, DBP i MABP w grupie UNX-HS byty istotnie
wyzsze nk W pozostatych grupach (p < 0,0001 dlazdego z punktow pomiarowych,
vs SHAM-NS, SHAM-HS i UNX-NS). Wartosci énien SBP, DBP i MABP w grupach SHAM-
NS, SHAM-HS i UNX-NS pozostawaly zbbne do siebie przez caly czas trwania
doswiadczenia (Tab. S1).

Stezenie jondw sodu w osoczu, poréwnywalne dla czterenmawianych grup,
pozostawato na statym poziomie przez 28 dni trwania doswiadczenia, nie przelgaczaj

wartosci fizjologicznych (Tab. 2).

Tabela 2. Cisnienie ttnicze i stzenie jonOdw sodu w 0soczu W grupach
SHAM-NS, SHAM-HS, UNX-NS, UNX-HS. SBP - diienie skurczowe, DBP - dienie
rozkurczowe, MABP — éhieniesrednie, Ra— stzenie jonéw sodu w osoczu. Waitd przedstawiaj
srednia arytmetyczng + SEM; *** vs dzien ,0”, p < 0,001.

SHAM-NS

n 0 7 14 21 28
SBP [mmHg] 18 1250+13  1280+1,7 127,1+18 126,1+1,8 1258 +1,3
DBP [mmHg] 18 79,0+15 816+1,0 82,0+17 80,0+1,3 81,8+12
MABP [mmHg] 18 94,4+1,2 96,5+1,1 96,5+1,6 95,4+1,0 96,5+1,0
Pya[mM] 18  137,4+07  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  1265+12  127,7+16 129,8+1,6 1295+ 1,8 129,4 £2,0
DBP [mmHg] 21 812%10 82,1+15 835+15 82,4+16 82,7+16
MABP [mmHg] 21 963%09 973+13 98,9+ 1,4 98,0+1,6 983+1,7
Prna[mM] 21 137,106 137,605 137,4+0,7 137,9+0,8 138,4 +0,7

UNX-NS

n 0 7 14 21 28
SBP [mmHg] 20 1259+09  126,6%0,7 127,7+0,9 127,6 1,0 127,5+0,8
DBP [mmHg] 20 798%08 80,1+0,7 80,6 +0,9 79,6 +0,8 81,0+0,6
MABP [mmHg] 20 951%0,7 95,6 +0,6 96,3+0,7 95,5+0,6 96,5+0,6
Pyna[mM] 20 1383+06  137,5+07 138,1+0,7 137,8+0,7 138,4+0,8

UNX-HS

n 0 7 14 21 28
SBP [mmHg] 21  1246+0,8 1405+13** 1517 +1,6** 163,0+0,9** 1653 +0,9 **
DBP [mmHg] 21 80,6+0,8 885+0,9** 931+13** 069+1,0%  091+1,0%**
MABP [mmHg] 21 952%06 1058+09** 112,6+11** 119,0+0,9** 121,1+0,7 **
Prna[mM] 21 136,6+05  137,5:08 137,8+0,8 138,8 0,8 138,1+0,7
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4.1.3. Pomiary dobowe w klatkach metabolicznych: spozycie wody, diureza i natriureza

Wartosci dobowego spycia wody, diurezy (tempa wydalania moczu) i nagay
(tempa wydalania sodu z moczem) w czterech badanych grupach w dniu ,0” byly
poréwnywalne. U zwiert na diecie wysokosodowe] (grupy SHAM-HS i UNX-HS)
obserwowano podwsszone wartosci tych trzech parametréw wegim dnia ,0” pocawszy
od dnia,,7”; przez nasfpnie dni pozostawaty one stabilne do czasu zakonczenia doswiadczenia
(dzien ,28"). U zwierzt na diecie standardowej (SHAM-NS i UNX-NX) spaie wody,
diureza i natriureza byty stabilne przez caty czas trwania doswiadczenia, nigcréird dnia
,0" (Ryc. 5).

Stezenie jondw sodu w 0soczu nie zmieniate 8 czasie trwania dediadczenia,

pozostagc na tym samym, fizjologicznym poziomie okoto 138 niMb. 2).
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Ryc. 5. Wplyw dwudziestamiodniowej diety wysokosodowej i sodo-zatego nadahienia
tetniczego na mierzone dobowo: spozycie wody (A), digi@) i natriurez (C). Wartdgci liczbowe
przedstawiaj sredni arytmetyczna + SEM. Pojedynczy symbol (*, #) oznacza p < 0,05; podwojny
symbol (**, ##) oznaczg < 0,01; potrojny symbol (***, ###) oznacza p < 0,001. * SHAM-HS
vs SHAMNS; # UNX-HS vs UNXNS; $ SHAM-HS vs UNX-HS. Liczebnos¢ grup: n = 3.
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4.2. Wplyw wysokiej poday sodu i sodo-zalenego nadcénienia tetniczego
na reaktywnaosé izolowanych naczy krwionosnych

4.2.1. Odpowied na substancje naczyniozezajace

Nefrektomia nie wywarta wptywu na odpowiedz GMA i MCA na podanie AlgdR
lub ET-1. Krzywe dawka-odpowiedz byly podobne u szczurow SHAM-NS i UNX-NS
(Ryc. 6, 7).

Natomiast 28-dniowa dieta wysokosodowa spowodowatakazenie wraliwosci
GMA na substancje naczyniokuezze (Ryc. 6AB), pozostag w tym aspekcie bez wptywu
na MCA (Ryc. 7AB). GMA, pobrana od zwiaitzbedacych na diecie wysokosodowej (SHAM-
HS i UNX-HS), odpowiadata silniejszym skurczem na podanie Ajcsb®R poréwnaniu do grup
kontrolnych (odpowiednio SHAM-NS i UNX-NS), paszszy od sizenia progowego 1OM
(p < 0,05; Ryc. 6A). Co istotne, krzywe dawka-odpowiedz dla ARgRwW grupie szczurow
na diecie wysokosodowej bez nashienia (SHAM-HS) i z sodo-zateym naddainieniem
tetniczym (UNX-HS) nie réznity si przebiegiem (Ryc. 6A).

Tak wiec, zwikszenie skurczu GMA w odpowiedzi na pobudzenie rerapATl,
obserwowane po 3 tygodniach trwania sodozzedgo nadaénienia ttniczego (Tab. 2)
jest spowodowane zgkszona konsumpgj sodu, a nie niekorzystnym wpltywem samego
nadcknienia.

W przypadku odpowiedzi GMA na ET-1, niekorzystny wptyw gkgzonej poday sodu
zostat wzmocniony w grupie z sodo-zaigm nadcinieniem (Ryc. 6B). Roznice w odpowiedzi
pomigcdzy grum SHAM na diecie standardowej i SHAM na diecie wysskaowej swiadczce
o wptywie diety, pojawity si po podaniu ET-1 w dawce 5 x1M. Skurcz GMA w odpowiedzi
na t dawke byt statystycznie istotnie gkiszy w grupie SHAM-HS i SHAM-NS
(70,3 £1,6% vs 60,4 + 1,6%:; p < 0,0Ryc. 6B). Podobnie byto po zgkiszeniu dawki ET-1.
Ostatecznie, krzywe dawka-odpowiedz roznitg snicdzy sobg w zakresie tych wyzych
stezen, co sugerujeze dieta wysokosodowa nasila skurcz GMA w odpowiedzavy.sze dawki
ET-1. Natomiast u szczuréw 2z sodo-zalgm naddnieniem ¢tniczym UNX-HS
obserwowano zwkszenie wraliwosci GMA na podanie ET-1 w poréwnaniu z grupa na diecie
wysokosodowej SHAM-HS, ale bez sodo-zakego nadcéhienia. ROznice w odpowiedzi
wystepowaty juz po podaniu najmniejszej ze stosowanych dawek EMB1° (M) i byty
widoczne przy giciokrotnym zwekszeniu dawki (Ryc. 6B). Skurcz GMA byt silniejszy
w grupie UNX-HS ni SHAM-HS (15,0 + 1,2% vs 5,6 + 1,3% dla dawki*®0/; 24,8 + 1,8%
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vs 15,1 + 0,9% dla dawki 5 x PaM; w obu przypadkach p < 0,01). W zakresie wyszych
dawek réznice w skurczu GMA pogazy UNX-HS i SHAM-HS zaniknety.

Ten addytywny efekt diety wysokosodowej i sodo-zaégjo nadénienia w przypadku
ET-1 jest niewidoczny przy poréwnaniu krzywych dawka-odpowiedz w grupach UNX-HS
i UNX-NS. Z tego poréwnania wynika jedynie, 1, &e sodo-zalene naddinienie ttnicze
zwicksza skurcz w odpowiedzi na podanie endoteliny-tiopaie jak to widaw przypadku
pobudzenia receptoréw AT1 (Ryc. 6A)

Krzywe dawka-odpowiedz dla obu substancji naczyniokyopzh (AT1Rgoni ET-1)
w przypadku MCA nie rénity si¢ miedzy grupami (Ryc. 7). Tak wt, ani wysoka podasodu,
ani trwajace trzy tygodnie nadénienie ttnicze nie wywarly wptywu na sit skurczu

wywotanego przez te substancje.
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A --¢--SHAM-NS —@— SHAM-HS --®--UNX-NS —&— UNX-HS

Odpowiedz GMA na AT1R,,,,
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40 1
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Stezenie AT1R, g, [M]

B Odpowiedz GMA na ET-1

20 -
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60 -

Wazokonstrykcja [%0]
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Stezenie ET-1 [M]

Ryc. 6. Krzywe dawka-odpowiedz tetnicy GMA dla substancji naczyniokurczacych: A. Agonisty
receptora AT1 (AT1Ragony B. Endoteliny-1 (ET-1). Odpowiedz przedstawiona jest jako zmiana
procentowa wzgledem wyjsciowej $rednicy naczynia. Wartosci liczbowe przedstawiajg sSrednia
arytmetyczng £ SEM. Pojedynczy symbol (*, #) oznacza p < 0,05; podwdjny symbol (##, $$) oznacza
p < 0,01; potrdjny symbol (¥**, ###) oznacza p < 0,001. * SHAM-HS vs SHAM-NS; # UNX-HS
vs UNX-NS; $§ SHAM-HS vs UNX-HS. Liczebnos¢ grup (A): n = 5. Liczebnos¢ grup (B): SHAM-NS,
n =5; SHAM-HS, n = 8; UNX-NS, n = 6; UNX-HS, n = 8.
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--¢--SHAM-NS —@— SHAM-HS --%--UNX-NS —&— UNX-HS

A Odpowiedz MCA na AT1R,,,
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5 x 10"-10 1079 5 x 10"-9 10"-8
Stezenie AT1R, g, [M]

B Odpowiedz MCA na ET-1
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Stezenie ET-1 [M]

Ryc. 7. Krzywe dawka-odpowiedzthicy MCA dla substancji naczyniokurgz/ch: A. agonisty
receptora AT1 (AT1Ron, B. endoteliny-1 (ET-1). Odpowiedz przestawiona jest jako zmiana
procentowa wzgldem wygciowej srednicy naczynia. Wartog przedstawiaj srednp
arytmetyczna + SEM. Liczebnosé¢ grup (A): SHAMS, n = 5; UNX-NS, n = 5; UNX-HS, n = 5;
SHAM-HS, n = 6. Liczebnos¢ grup (B): SHAMS, n = 5; SHAM-HS, n = 8; UNX-NS, n = 5; UNX-
HS,n=7.
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4.2.2. Odpowied na sroédbtonkozalezne substancje naczyniorozszerzage

Nefrektomia nie wywarta wptywu na odpowiedz GMA i MCA na podanie
srodbtonkozalenych substancji naczyniorozszergajch, tj. ACh w przypadku GMA
oraz ATP w przypadku MCA. Krzywe dawka-odpowiedz byly podobne u szczuréw SHAM-
NS i UNX-NS (Ryc. 8AB).

Natomiast u zwiert z sodo-zalenym nadainieniem ¢tniczym UNX-HS ta odpowiedz
byta wyraznie uposledzona jedynie w przypadku MCA. Krzywa zateci dawka-odpowiedz
byta przesunita w prawo, dawka progowa ATP byta 5-krotniezaga (10 vs. 5 x 16 M)
niz w pozostatych grupach, a odpowiedz na podanie napej z badanych dawek ATP (40
M) w grupie UNX-HS byta ponad dwukrotnie mniejszawigrupie kontrolnej UNX-NS (18,2
+2,6% vs. 53,2 +3,6%; p < 0,001; Ryc. 8B).
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A = #=-SHAM-NS =—@=— SHAM-HS = 4i=<UNX-NS —#— UNX-HS
Odpowiedz GMA na ACh

Wazodylatacja [%0]
w
o

20 -
10 -
0 .
107-9 10"-8 5 x 107-8 1077 5 x 10"-7
Stezenie ACh [M]
B Odpowiedz MCA na ATP
70 A
60 -

Wazodylatacja [%]
w
o

10"-8 5 x 10"-8 1077 5 x 1077 107-6
Stezenie ATP [log M]

Ryc. 8. Krzywe dawka-odpowiedz izolowanych natzyetniczych na podanie substancji
naczyniorozszerzaggych. A. Odpowiedz¢tnicy zaopatrujce] misien smuklty (GMA) na podanie
acetylocholiny (ACh). B. Odpowiedethicy srodkowej mdzgu (MCA) na podanie ATP. Odpowiedz
przestawiona jest jako zmiana procentowa wagin wygciowejsrednicy naczynia. Wartesliczbowe
przedstawiaj srednp arytmetyczna + SEM. Pojedynczy symbol §,oznacza p < 0,05; podwojny
symbol ¢#) oznacza p < 0,01; potrojny symbol (###, $$$) oznacza p < 0,001. # UNX-HS vs UNX:

$ UNX-HS vs SHAM-HS. Liczebnos¢ grup (A): SHAMS, n=5; SHAM-HS, n=7; UNX-NS, n = 6;
UNX-HS, n = 6. Liczebn& 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. Odpowied na zablokowanie syntazy tlenku azotu

Podanie inhibitora syntazy NO, L-NAME (fOM) wywotato skurcz wszystkich
badanych naczy niezalenie od typu naczynia (GMA i MCA), diety (NS i HS)zyc masy
nerek (UNX i SHAM). Odpowiedz GMA na podanie L-NAME byta poréwnywalngdny
grupami otrzymujcymi pasez standardow (SHAM-NS i UNX-NS); podobnie odpowiedz
MCA na L-NAME byta poréwnywalna mdzy tymi grupami. Jednak zablokowanie syntezy
NO powodowato istotnie mniejszy skurcz GMA i MCA w grupach na diecie HS. Odpowiedz
GMA na L-NAME byta nizsza zaréwno w grupie SHAM-HS (zmniejszenie srednicy naczynia
07,0£1,0%)vs 12,4 £ 1,0% w grupie SHANS; p < 0,01), jak i UNX-HS (zmniejszenie
srednicy naczynia0 6,5+ 1,1 vs 12,2 + 0,9% w grigivX-NS; p < 0,01; Ryc. 9A). Podobnie
odpowiedz MCA na L-NAME byla risza zaréwno w grupie SHAM-HS (zmniejszenie
srednicy naczynia 0 26,7 + 2,4 vs 37,8 + 1,0% w ggUHAM-NS; p <0,01), jak i UNX-HS
(zmniejszenigrednicy naczynia 0 21,5 + 1,8 vs 35,7 + 1,5% w geUugNX-NS; p < 0,001;

Ryc. 9B).

A Odpowiedz GMA B Odpowiedz MCA
na L-NAME
S g
g 2
g 20 2
g 5
5 30 5
] b ~
E 3
S 2
= 40
# SHAM-NS B SHAM-HS
50 50 J BUNX-NS  mUNX-HS

Ryc. 9. Odpowiedzgtnicy GMA (A) i MCA (B) na podanie inhibitora syntazy tlenku azotu L-NAME.
Stupki przedstawiaj sredni arytmetyczna + SEM. Podwojny symbol (**, ##) oznagza< 0,01;
potréjny symbol ( ###) oznacza p < 0,001. * vs SHA:- # vs UNX-NS. Liczebnosé grup: n = 5-6.

Warto podkréli¢, ze nefrektomia nie wywiera wptywu na odpowiedz naceg podanie
L-NAME (podobne zmniejszenigednicy GMA oraz MCA w grupach SHAM-NS i UNX-NS)

oraz,ze udziat tlenku azotu w ksztattowaniu nggpa podstawowego GMA jest statystycznie
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istotnie mniejszy m w przypadku MCA podanie L-NAME spowodowato zmniejszenie
srednicy GMA w grupie SHAM-NS 0 12,4 + 1,0%, natomimasrzypadku MCA obserwowano
zmniejszenie srednicy o 37,8 £ 1,0% (p < 0,05).

4.3. Analiza osocza zwiegg z na diecie wysokosodowej i z sodo-zaleym
nadcisnieniem tetniczym

4.3.1. Pomiar s¢zenia wybranych substancji czynnych

Nefrektomia nie wplygta na poziom Ang Il w osoczu u szczuréw na diecie
standardowej. Po 28 dniach trwania diety wynosit 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 stzenie Ang Il w osoczu w tym samym momencie trwaniandadczenia,
byto nizsze u szczuréw na diecie wysokosodowej miszczuréw na diecie standardowej,
zaroéwno u zwiergt z nefrektoma (0,14 = 0,02 u UNX-HS vs 0,28 = 0,04 ng/ml u UNN§;

p < 0,05), jak i nefrektomipozorowana (0,16 = 0,02 u SHAM-HS vs 0,27 = 0,02 ng/ml
u SHAM-NS; p <0,05; Ryc. 10).

Stezenie Ang Il w osoczu

@ SHAM-NS mSHAM-HS @UNX-NS ®mUNX-HS

o
D
1

o
w
1

0.2 -

0.1 1

Stezenie Ang Il [ng/ml]

0.0 -

Ryc. 10. Poréwnanie gtenia angiotensyny Il (Ang Il) w osoczu po 28 dniach diety wysokosodowe;j
(HS) lub standardowej (NS) u zwigtz nefrektomi (UNX) lub nefrektoma pozorowanag (SHAM).

Stupki przedstawiajsrednp arytmetyczng £ SEM. * lub # p < 0,05. * vs SHANS; # vs UNX-NS.
Liczebnos¢ grup: n = 5.
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Podobnie, szczury na diecie wysokosodowej cechowahjiz@zym poziomem stenia
produktéw rozktadu NO (azotyndéw):nszczury na diecie standardowej, zaréwno w przypadku
grup z nefrektomai (124 £ 9 nM w grupie UNX-HS vs 204 + 27 nM w grupgiiNX-NS;

p < 0,01), jak i nefrektorgipozorowana (139 + 13 nM w grupie UNX-HS vs 210 + 11 nM
w grupie SHAMHS; p < 0,05; Ryc. 11).

Nalezy podkréli¢, ze sama nefrektomia, podobnie jak w przypadku Ang II,
nie spowodowata zmianyegenia azotynOw w 0S0CzuU.

Stezenie azotyndw w osoczu

@SHAM-NS mSHAM-HS BUNX-NS ®UNX-HS

250 -

Stezenie azotynow [nM]

Ryc. 11. Poréwnanie stenia produktéw rozpadu NO (azotyndéw) w osoczu po 28 dniach diety
wysokosodowej (HS) lub standardowej (NS) u zwjerz nefrektomi (UNX) lub nefrektomi
pozorowana (SHAM). Stupki przedstawdajrednp arytmetyczng + SEM. Symbole * i # oznacgaj

p < 0,05;* vs SHAMNS; # vs UNX-NS. Liczebnosé grup: n = 7.
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Stgzenie endogennego inhibitora syntaz NO (ADMA) w osopp 28 dniach diety
wysokosodowe] byto poréwnywalne w czterech badanych grupach awierztestach
wykonanych za pomac analizy wariancji (Ryc. 12). Natomiast wstee t-Studenta,
zastosowanym w celu odpowiedzi na pytanie czy dieta wysokosopiavea wywiera wptyw
na poziom ADMA w osoczu uzyskano wynik statystycznie istotny, wskeyuja to,ze u
zwierzat z pozorowana nefrektomi28-dniowa dieta wysokosodowa prowadzi do abnia
stezenia ADMA w osoczu. W osoczu szczurow grupy SHAM-Wgosito ono 0,45 + 0,02
UM, a w grupie SHAM-HS 0,38 + 0,02 uM (p < 0,05).

Stezenie ADMA w osoczu

@ SHAM-NS mSHAM-HS BUNX-NS mUNX-HS

0.6 -

0.5 A

0.4 1

0.3

0.2 1

Stezenie ADMA [pM]

0.1 1

0.0 -

Ryc. 12. Porobwnanie gtenia endogennego inhibitora syntaz NO (ADMA) w osoczu po 28 dniach diety
wysokosodowej (HS) lub standardowej (NS) u zwjerz nefrektomi (UNX) lub nefrektomi

pozorowana (SHAM). Stupki przedstawgajredng arytmetyczna + SEM. * vs SHAM-NS, p < 0,05.
Liczebnos¢ grup: n = 4.
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4.3.2. Pomiar s¢zenia wybranych wskaznikéw uszkodzenia glikokaliksu i toksycznych
metabolitow bakterii jelitowych

Stezenie syndekanu-1, wskiaika uszkodzenidgrodbtonkowej warstwy glikokaliksu,
mierzone w osoczu po 28 dniach diety, bylo statystycznie istotniesagywe wszystkich
grupach w poréwnaniu z graontrolng SHAM-NS(p < 0,05; Ryc. 13). W grupie szczurow
SHAM-HS byto ono ponad trzykrotnie wgze nk w grupie kontrolnej SHAM-NS (0,95 + 0,22
ng/ml vs 0,29 £ 0,06 ng/ml, p < 0,05). Uwapwraca podobnie dyzpoziom tego wskanika
w grupie kontrolnej UNX-NS (0,90 £ 0,18 ng/ml), sugenyj, ze jednostronna nefrektomia

przeprowadzona 4 tygodnie wapéej naruszyta struktgrglikokaliksu.

Stezenie SDC-1 w osoczu

#SHAM-NS mSHAM-HS BUNX-NS mUNX-HS
1.5 - *

Stezenie SDC-1 [ng/ml]

Ryc. 13. Poréwnanie stenia wskanika uszkodzenia glikokaliksérodbtonka, syndekanu-1 (SDC-1)
w osoczu po 28 dniach diety wysokosodowej (HS) lub standardowej (NS) u gwianefrektomi
(UNX) lub nefrektomi pozorowana (SHAM). Stupki przedstawdajredni arytmetyczng + SEM.
Symbol * oznacza p < 0,05. * vs SHAM-NS. Liczebnos¢ grup: SHAB-N=9; SHAM-HS, n=9;
UNX-NS, n=10; UNX-HS, n = 10.
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Stgzenie w osoczu trimetyloaminy (TMA), metabolitu baktgelitowych, bedcej
wskaznikiem uposledzenia bariery jelito-krew, jakie moze ppgtw wyniku wysokiej poday
sodu w diecie, po 28 dniach doswiadczenia byto porownywalne w czterech badangabhgru
Z wyrazna tendengj do wzrostu w grupie szczurow na diecie wysokosogfaweefrektoms
SHAM-HS (Ryc. 14A). Z kolei stzenie tlenku trimetyloaminy (TMAO), pochodnej TMA
powstapce] w watrobie, byto istotnie wysze w grupie UNX-NS (grupa kontrolna 2)zni
w grupie SHAM-NS (grupa kontrolna 1) oraz w pozostatych dwoéch grupach, z tendencj
do wzrostu w grupie szczurow na diecie wysokosodowej z nefrektpozorowang SHAM-
HS (Ryc. 14B), podobnie jak w przypadku TMA.

A . B .
Stezenie TMA Stezenie TMAO
W 0SOCZU W 0S0CzUu
25 1 10 @SHAM-NS mSHAM-HS
BUNX-NS  mUNX-HS
20 A 8
= s
3 IE.. *%
< 15 - 6 -
> 2
= S
@ =
510 1 o 4 -
-N %
o 3
5 - &5 |
0 - 0|

Ryc. 14. Zmiany stzenia trimetyloaminy (TMA) i tlenku trimetyloaminy (TMAQO) w osoczu po 28
dniach diety wysokosodowej (HS) lub standardowej (NS) u zwliezznefrektomi (UNX) lub

nefrektomij pozorowana (SHAM). Stupki przedstawjajredni arytmetyczng + SEM. ** vs SHAM-
NS, p <0,01. Liczebr¢ grup: n = 4.
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4.4. Odpowiedz zwierat z sodo-zalegnym nadciknieniem tetniczym
na przewlekie podawanie enalaprilu lub chymostatyny

4.4.1. Zmiany masy ciata

Masa ciata zwiert otrzymupcych przez 14 dni enalapril lub chymostatyne

pozostawata zbliona do masy ciata zwiggzkontrolnych UNX-HS (Tab. 3).

Tabela 3. Przyrost masy ciata zwiesz poddawanych leczeniu enalaprilem (Enal) lub chymostaf@iym)
podczas catego czasu trwania diety wysokosodowej (HS, 28 dni) oraz podczas okresu leczenia (dni 14-28).

Przyrost masy ciata [g]

Grupa : .

P Dni0-28  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 L mg/kg 6 100,5 + 3,0 400+34
UNX-HS + Chym 2 mg/lkg 6 101,0 + 6,0 40,8 +5,4
UNX-HS + Chym4 mg/kg 6 107,3 +3,3 50,0 3,4

4.4.2. Zmiany cknienia tetniczego i sézenia sodu w 0soczu

Cisnienie skurczowe (SBP)

Podawanie enalaprilu w dawkach 5, 10 i 20 mg/kg nie powodowataz@fiai SBP
wzgledem dnia ,14” (dzié rozpoczcia leczenia). Przy dawce 5 mg/kg obserwowano dalszy
wzrost SBP, a przy dawkach 10 i 20 mg/kg zahamowanie wzrostu (stabilizatpci SBP).
Podawanie enalaprilu w dawce 40 mg/kg przez 14 dnislbmiSBP crednio 15,9 £ 4,0 mmHg
(dzien 28" vs ,14”; Tab. 4, 6).

Podawanie chymostatyny w dawce 1 mg/kg nie powodowatazehrda SBP wzgldem
dnia ,14”. Po podaniu chymostatyny w dawce 2 mg/kg obserwowano trend spadkowy w SBP.
Podawanie chymostatyny w dawkach 4 i 6 mg/kg powodowato istotnezevimi SBP
wzgledem wartosci w dniu ,,14” zarowno w dniu ,21” (odpowiednio:3% 1,81 -13,9 + 3,6
mmHg), jak i ,,28” (odpowiednio: -17,9 £ 1,61 -17,8 + 1,5 mmHg; Tab. 5, 6).

Cisnienie skurczowe (SBP) byto asze u szczurow, ktérym podawano enalapril
niz u szczuréw UNX-HS w dniu ,28” dla napszej dawki (5 mg/kg), a dla trzech #szych
dawek w dniach ,21” i ,28", jednate nadal pozostawato wgze ni u szczuréw UNX-NS
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(Tab. S2). Podobny efekt obserwowano u szczurdw, ktére otrzymywaty chymostatyna; SBP
byto u nich nisze nk u szczuréw UNX-HS w dniu ,28” dla najriizej dawki (1 mg/kg), a dla
trzech wyszych dawek w dniach ,21” i ,28”, jednakze nadal pozostawalasey ni u
szczuréw UNX-NS (Tab. S2).

Tabela 4.Cisnienie ttnicze krwi i s¢zenie jonOGw sodu w 0soczu u szczurdw otrzygoygh enalapril

w jednej z czterech dawek: 5, 10, 20 lub 40 mg/kg. Podawanie leku rozpoczynatalsiu ,14"

po zakonczeniu pomiarowgiienia i Ra. SBP — dnienie skurczowe, DBP —driienie rozkurczowe,
MABP — cinienie srednie, Ra — stzenie jonéw sodu w osoczu, b. d. — brak danych. Wartosci
przedstawiaj sredng arytmetyczna + SEM; Jeden symbol (*, #) oznacza p < 0,05; dwa symbole (**)
oznaczg p < 0,01; trzy symbole (***) oznaczap < 0,001, * vs dzie,0", # vs dzier ,14".

UNX-HS + Enal 5 mg/kg

n 0 7 14 21 28
SBP [mmHg] 7 122,3+1,1 143,6 £+ 1,27 1528 +0,5%*  150,5+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%* 1115 +0,4%* 113,0 £ 0,4**  112,3 +0,8**
Pa[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"* 1554 +0,9%*
DBP [mmHg] 6 80,5+1,1 87,0 £ 0,7* 90,3 1,1 85,1+ 1,2* 757+ 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 1239+ 1,4 142,5+ 1,27 1526 +0,8%* 153,9+1,3"* 1516 + 1 2%
DBP [mmHg] 7 80,4 0,7 87,3 £ 0,6** 91,2 £ 0,5 83,92 0,7 # 753 +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%21 106,6 + 3,0 116,716 114,227 107,9+1,7 #
Pna[mM] 6 b. d. b. d. b. d. b. d. b. d.
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Tabela 5. Cisnienie ttnicze krwi i stzenie jonébw sodu w 0soczu u szczurOw otrzygoygh

chymostatyne w jednej z czterech dawek: 1, 2, 4 lub 6 mg/kg. Podawanie chymostatyny rozpoczynato

sie w dniu ,.14” po zakonczeniu pomiarowsoienia i Ra. SBP — dinienie skurczowe, DBP —giienie
rozkurczowe, MABP — ghienie srednie, Ra — stzenie jondw sodu w osoczu, b. d. — brak danych.
Wartosci przedstawiaja $rednig arytmetyczng £ SEM; Jeden symbol (*, #) oznacza p < 0,05; dwa
symbole (**) oznaczaja p < 0,01; trzy symbole (***) oznaczap p < 0,001, * vs dzie 0", # vs dzie

.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% 1593 +1,0%*# 1554+ 1,0"*
DBP [mmHg] 6 77,8+0,7 86,8+ 0,5"* 91,5+ 0,5% 92,740,8"* 85805 #
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"*  1428+15%# 134,2+15"#
DBP [mmHg] 6 78,0+0,7 88,9+ 0,7  925+0,9%  857+0,6%#  70,6+0,7*#
MABP [mmHg] 6 93,0+0,5 106,.6 £0,6** 1123+0,7**  104,9+0,7**#  916+06#
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 + 4,8 137,126 154,5 +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 1054 +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.

Cisnienie rozkurczowe (DBP)

Podawanie enalaprilu w dawkach 5 i 40 mg/kg nie powodowatozehrda DBP

wzgledem dnia ,14”. U szczuréw przyjmagych dawke 10 mg/kg obserwowano otemie

DBP w dniu ,28", a u szczurow przyjmygych dawke 20 mg/kg — w dniach ,21” i ,28".

Po czternastu dniach podawania enalaprilu w dawce 10 i 20 mg/kg obserwowanenabni

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 powodowato obenie DBP w dniu ,28”, zaw dawkach 4 i 6 mg/kg

—w dniach ,21"i,28" (Tab. 5, 6).
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Cisnienie rozkurczowe (DBP) byto 18ze u szczurow, ktére otrzymywaty enalapril
niz u szczurdw UNX-HS w dniach ,21"i,28" dla dawek H) i 20 mg/kg (dla dawki 40 mg/kg
tylko w dniu ,28"), jednakze nadal pozostawato2sye nk u szczuréw UNX-NS (Tab. S3).
Podobny efekt obserwowano u szczurow otrzygoygh diymostatyna; DBP bylo u nich nizsze
niz u szczurow UNX-HS w dniach ,21” i ,28” dla wszystki dawek, w tym dla dawek 1, 2, 4
mg/kg istotnie nisze (Tab. S3).

Tabela 6. Zmiana wielkosci SBP i DBP u szczuréw przyjpeych enalapril lub chymostatyne

w czterech réznych dawkach. Poréwnanie efektu siedmiodniowego (kolumnat Riievs ,14")
i czternastodniowego (kolumna: D#ig28” vs ,14") podawania inhibitorow.

Zmiana SBP [mmH(g] Zmiana DBP [mmHg]
Grupa n Dzied Dzied Dzien Dzien
221" vs 14 ,28” vs 14" 21" vs 14" 28" vs 14"
UNX-HS 21 11,3+2,0 135+1,9 39+15 6,0+1,6
UNX-HS + Enal 5 mg/kg 7 6,7+1,3 88+1,2 1,11 -32%15
UNX-HS + Enal 10 mg/kg 6 34+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 2,018 7,3+06 -159+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 1,110 5,7+0,7
UNX-HS + Chym 2 mg/kg 6 6,1+3,2 -15,1+4,3 2,0+27 222+1,9
UNX-HS + Chym 4 mg/kg 6 9,3+1,8 -17,9+1,6 6,7+13 -21,8+0,9
UNX-HS + Chym 6 mg/kg 4 -13,7+3,6 -17,8+15 -8,2+37 -8,1+26

Wplyw na sgzenie jondw sodu w osoczu

Zarowno podawanie enalaprilu, jak i chymostatyny, nie spowodowato zmiguemnist
jonéw sodu w osoczu. Wartosafpozostawata stata przez czas prowadzenia doswiadczenia

i byta poréwnywalna do wartosci obserwowanych w grupie UNX-HS (Tab. 4, 6).

4.4.3. Porownanie hipotensyjnej skutecznosci enalaprilu i chymostatyny

Skutecznos¢ hipotensyjn oceniano przez wyznaczenie IC50 dlazdej substancii
przy wykorzystaniu programu GraphPad Prism. Wykresy wygenerowane przez ten program
przedstawia Ryc. 15. Ze wzglu na to,ze na osi y przedstawiong fgarytmy dziesitne
dawek, a jedna z dawek chymostatyny wynosita 1,0 mg/kg (tzn. O po zlogarytmowaniu) trzeba
bylo dokon& przeliczenia wszystkich dawek nay/dkg. Program wygenerowat wartosci
liczbowe IC50 wug/dkg (Ryc. 15). Te wartosci zostaty przeliczone znowu, zgodnie z ukladem
Sl, na mg/kg.

Ostatecznie wartos¢ 1C50 wynosi 3,512 mg/kg dla enalaprilu oraz 0,998@gm
dla chymostatyny. To wskazuje na przewalipotensyjnej skutecznosci chymostatyny

nad enalaprilem waytym modelu sodo-zalmego nadaénienia ttniczego.
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A Enalapril B Chymostatyna
100 ICE-D; 3,912 mg'kg 100 |Ca0 = 0,930 mg'kg
R? = 0,5740 1 R2 = 0,5833
— B-U'
= I <% !
-N - —
3 60 ﬁ 60-
3 Q
g 404 2 40-
[= 3
o -
© 20- O 204
D T h 1 0 T T Lr!_l
0 1 2 3 0.0 0.5 1.0 15 2.0
Stezenie Enal [log pg/dkg] Stezenie Chym [log ng/dkg]

Ryc. 15. Krzywe zalenosci dawka-odpowiedz dla odpowiedzismienia rozkurczowego (DBP)

na podawanie enalaprilu (A) lub chymostatyny (B), wygenerowane przez program GraphPad Prism.
Krzywa sporadzono dla wartéci DBP z 28 dnia doswiadczenia. Liczebnasgierat: enalapril, n = 26;
chymostatyna, n = 22.

4.5. Wptyw enalaprilu i chymostatyny na reaktywn@é¢ izolowanych naczy
krwionosnych w sodo-zalenym nadcisnieniu tetniczym

4.5.1. Odpowied GMA na podanie naczyniokurczcego agonisty receptora AT1

W grupie szczuréw UNX-HS otrzymagych enalapril nie zaobserwowano poprawy
odpowiedzi na podanie ATXgn (Ryc. 16A). Natomiast w grupie UNX-HS otrzymaogj

chymostatyne odnotowano normalizagdpowiedzi GMA na podanie ATLRn» Normalizacg
te obserwowano poarvszy od dawki 2 mg/kg (Ryc. 16B).
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Odpowiedz GMA na AT1R,,,, (enalapril)

0 -
10 -
S
— 20 i
8,
5 -
£ 307 —m=UNX-NS
§ 49| —S—UNXHS i B -
S UNX-HS + Enal 5 mg/kg $f$ ~r
= 504 UNX-HS + Enal 10 mg/kg + $§$
—@— UNS-HS + Enal 20 mg/kg +
60 - t
5 x 107-10 1079 5 x 10"-9 10-8
Stezenie AT1R, g, [M]
B Odpowiedz GMA na AT1R_,,, (Cchymostatyna)
P z agon y y
0 -
10 -
S 20 -
8,
5
2 301 —a&= UNX-NS
()]
S —— UNX-HS
~ 40 -
Q UNX-HS + Chym 1 mg/kg
S 50/ =#—UNX-HS + Chym 2 mglkg ok
== UNX-HS + Chym 4 mg/kg H#H
60 -
5 x 107-10 107-9 5 x 107-9 107-8
Stezenie AT1R, g, [M]

Ryc. 16. Odpowiedz GMA na podanie ATd&»u zwierat z sodo-zalenym nadcainieniem ¢tniczym,

ktérym podawano enalapril (A) lub chymostatyne (B) w trzech réznych dawkach. Krzywe przedstawiaj
sredng arytmetyczna + SEM. Pojedynczy symbol (#,1 , ) oznacza p < 0,05; podwojny symbol (**, ##,
$3$) oznacza p < 0,01; potrojny symbol (***, $$$) oznacza p < 0,001. Wszystkie zaznaczone istotnosci
s poréwnaniami z UNX-NS: * UNX-HS; # UNX-HS+Chym 1 mg/kg; $ UNX-HS+Enal 5 mg/kg;

T UNX-HS+Enal 10 mg/kg; ¥ UNX-HS+Enal 20 mg/kg. Liczebnosé¢ grup: n = 5.
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4.5.2. Odpowied MCA na podanie srodbtonkozaleznego naczyniorozszerzajcego ATP

Odpowiedz MCA na podanie ATP zostata przywrécona zaréwnazusaw UNX-HS
otrzymupcych enalapril (Ryc. 17A), jak i chymostatyne (Ryc. 17B). Normalizagjkazano

dla wszystkich zastosowanych dawek enalaprilu i chymostatyny (Ryc. 17).

A Odpowiedz MCA na ATP (enalapril)

= #= UNX-NS
== UNX-HS
UNX-HS + Enal 5 mg/kg
UNX-HS + Enal 10 mg/kg
== UNX-HS + Enal 20 mg/kg

*kk

Wazodylatacja [%0]
N BN WA O O
O O O O O o o o o
L 1 1 1 1 1 1 1 J

10"-8 5x10"-8 1077 5 x 1017 107-6
Stezenie ATP [M]

B Odpowiedz MCA na ATP (chymostatyna)
70 A
0] —#-UNXNS
el JNX-HS

50 A UNX-HS + Chym 1 mg/kg
40 UNX-HS + Chym 2 mg/kg

== UNX-HS + Chym 4 mg/kg
30 A

20 A
10 4
0 A
-10

*kk

Wazodylatacja [%0]

——
"

107-8 5 x 10"-8 1077 5 x 1077 107-6
Stezenie ATP [M]

Ryc. 17. Odpowiedz MCA na podanie ATP u zwigrz sodozalenym naddnieniem ¢tniczym
leczonych enalaprilem (A) lub chymostatyna (B) w trzech réznych dawkach. Krzywe przedstawiaj
srednp arytmetyczna £ SEM. *** p < 0,001, UNX-HS vs UNX-NS. Liczebnos¢ grup: n = 5-6.
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4.5.3. Odpowied GMA i MCA na zablokowanie syntazy tlenku azotu

Czternastodniowe podawanie enalaprilu lub chymostatyny nie spowodowato poprawy
odpowiedzi naczy na zahamowanie syntezy NO przez L-NAME. Zaréwnoosdpdz GMA,

jak i MCA pozostawata zmniejszona wegdgm odpowiedzi naczypobranych z grupy UNX-
NS (Ryc. 18).

A Odpowiedz GMA B Odpowiedz GMA
na L-NAME (enalapril) na L-NAME (chymostatyna)
0 7 % 0 | ;{/
% H. =N nEE
'\€| 10 | % *% *k%k *k%k *% '_|10 . % Je, *ok - .
(=al X
8, .
%mf gmf
3 1
S 30 - BUNX-NS S30 - @UNX-NS
S mUNX-HS E BUNX-HS
240 UNX-HS + Enal 5 mg/kg S0 UNX-HS + Chym 1 mg/kg
mUNX-HS + Enal 10 mg/kg B UNX-HS + Chym 2 mg/kg
B UNX-HS + Enal 20 mg/kg B UNX-HS + Chym 4 mg/kg
50 - 50 -
C Odpowiedz MCA D Odpowiedz MCA

na L-NAME (enalapril) na L-NAME (chymostatyna)

O -
10 - 10 -
< o
220 - $20
> T > T
b7 Fkk 3
g 30 - S 30 - *kk
- ~
o o
S N
=40 - UNX-NS =40 - UNX-NS
BUNX-HS mUNX-HS
50 | UNX-HS + Enal 5 mg/kg 50 UNX-HS + Chym 1 mg/kg

B UNX-HS+ Enal 10 mg/kg
B UNX-HS + Enal 20 mg/kg

B UNX-HS + Chym 2 mg/kg
B UNX-HS + Chym 4 mg/kg

Ryc. 18. Odpowiedzetnic GMA (A,B) i MCA (C,D) na podanie inhibitora syntazy tlenku azotu L-
NAME u zwierzat z sodo-zalenym naddnieniem etniczym leczonych enalapriiem (A,C)
lub chymostatyng (B,D) podawanych w trzech réznych dawkach. Krzywe przedstaineging
arytmetyczna £ SEM. * p < 0,0, ** p < 0,01, *** p < 0,001, vs UNX-NS. Liczebnos¢ grup: n = 5-6.
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4.6. Analiza osocza zwiegg z sodo-zalénym nadcisnieniem tetniczym
otrzymuj gcych enalapril lub chymostatyne

4.6.1. Pomiar s¢zenia metabolitow NO

Pomiar stzenia metabolitdw NO w osoczu po 28 dniach diety ueexyt, ktGrym

podawano enalapril lub chymostatymie wykazat statystycznie istotnych roznic enay
grupami (Ryc. 19).

A Stezenie azotynow w 0soczu B Stezenie azotynow w 0soczu
(enalapril) (chymostatyna)
250 - 250 -
200 - 200 -
s s
£150 - £150 -
z { z
e ©)
c c
2100 - 2100 -
N N
@ @
2 o
G 50 - @ 50 -
.QN)‘ ;g‘
n n
0 - 0 -
UNX-NS UNX-NS
mUNX-HS mUNX-HS
UNX-HS + Enal 5 mg/kg UNX-HS + Chym 1 mg/kg
B UNX-HS + Enal 10 mg/kg UNX-HS + Chym 2 mg/kg
B UNX-HS + Enal 20 mg/kg B UNX-HS + Chym 4 mg/kg

Ryc. 19. Poréwnanie &tenia azotynOw w o0soczu u zwigtz leczonych enalaprilem (A)
lub chymostatyna (B). Stupki przedstawiaredni arytmetyczna + SEM. Liczebnosé¢ 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 poréwnania statystyczne epésujozwéj sodo-zakmego
nadcgnienia ttniczego oraz efektywnosé¢ enalaprilu i chymostatyny w gdomiu cgnienia krwi.

Tabela S1. Wartosi prawdopodobigstwa p dla porowna cisnienia ttniczego krwi (SBP, DBP,
MABP) dla szczurow na diecie standardowej (NS) lub wysokosodowej (HS) z nefrgKidhK)
lub nefrektormi pozorowan (SHAM) w kolejnych dniach trwania doswiadczenia chronicznego. Mann-

Whitney. Wartdci p < 0,05 pogrubiono.

Dzien doswiadczenia

SBP 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 Dzien doswiadczenia

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 Dzien doswiadczenia

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. Wartosci prawdopodoliigtwa p dla poréwna cisnienia skurczowego (SBP) szczuréw
otrzymupcych enalapril lub chymostatyne w jednej z czterech dawek z grupami UNX-NS i UNX-HS
w kolejnych dniach trwania dwiadczenia chronicznego. Mann-Whitney. Waciop < 0,05

pogrubiono.

SBP (Enalapril)

Dzien doswiadczenia

vs UNX-NS 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) Dzien doswiadczenia

vs UNX-HS 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
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SBP (Chymostatyna)

Dzien doswiadczenia

vs UNX-NS 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 0,182 <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) Dzien doswiadczenia

vs UNX-HS 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. Wartosci prawdopodoliigtwap dla porowna cisnienia rozkurczowego (DBP) szczuréw
otrzymupcych enalapril lub chymostatyne w jednej z czterech dawek z grupami UNX-NS i UNX-HS
w kolejnych dniach trwania dwiadczenia chronicznego. Mann-Whitney. Wéciop < 0,05

pogrubiono.

DBP (Enalapril)

Dzien doswiadczenia

vs UNX-NS 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) Dzien doswiadczenia

vs UNX-HS 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) Dzien doswiadczenia

vs UNX-NS 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) Dzien doswiadczenia

vs UNX-HS 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 wynikéw

Wyniki bada przeprowadzonych w tym projekcie wykazatye dwudziesto-
osmiodniowa dieta wysokosodowa (4% Na, w/w), nawatljaie towarzyszy jej sodo-zalee
nadcgnienie ttnicze, wize st z wysgpieniem niekorzystnych zmian w reaktywnosci naczy

decydupcych o oporze obwodowym oraz prowadzi do uogolnialysfunkcji srédbtonka:

1. U zwierat z wysoky podaa sodu w diecie obserwowano zkszenie wraliwosci
tetnicy zaopatrujcej miesien smukty (GMA) na substancje naczyniokugce: agonist
AT1R (Ryc. 6A) oraz na wysokie dawki endoteliny-1 (Ryc. 6B). Odpowiedz GMA
na substanej naczyniorozszerzgga zalezng od srodbtonka, ACh, byta zachowana
(Ryc. 8A).

2. Odpowiedz na podanie L-NAME byta ograniczona zaréwno w prapaEMA, jak i
MCA u zwierat z wysoka podza sodu w diecie (Ryc. 9), co wskazuje na uogoélniong
dysfunkcg srédbtonka. Wysoka podasodu w diecie wizata s¢ takze z obnionym
stezeniem azotynow (Ryc. 11), i ADMA (Ryc. 12) oraz zdpgzszonym sizeniem
wskanika uszkodzenia glikokaliksu srodbtonka SDC-1 (Ryc. 13) w osoczu.

Powyzsze obserwacje pochagdzz doswiadczé na zwierztach na diecie
wysokosodowej bez nadaienia, tj. szczurow SHAM-HS — pomimge stzenie jonow

sodowych w osoczu tych zwiegzpozostawato w granicach fizjologicznych (Tab. 2).

Jezeli dieta wysokosodowa prowadzita do rozwoju sodezeego nadaéhienia

tetniczego (grupa UNX-HS), zaobserwowano kolejne niegstne efekty:

3. Zwickszenie wraliwosci GMA takze na niskie dawki naczyniokuegzj endoteliny-1
(Ryc. 6B).

4. Zmniejszenie odpowiedzi MCA né&odbtonkozaleny, naczyniorozszerzgjyy ATP
(Ryc. 8B).

Podawanie szczurom z sodozagm naddnieniem gtniczym przez 14 dni
inhibitoréw osoczowego lub tkankowego uktadu renina-angiotensyna (odpowiednio: enalaprilu
i chymostatyny) prowadzito do obmnia zaréwno é&nienia skurczowego, jak i
rozkurczowego. Efekt hipotensyjny zzdéé od dawki inhibitora i od énhienia; na ogét énienie

rozkurczowe odpowiadato wkszym spadkiem nicisnienie skurczowe.
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5. Enalapril podawany w dawce 40 mg/kg powodowat alenie cénienia skurczowego
(SBP)srednio 0 -15,9 £ 4,0 mmHg (Tab. 4, 6)zsue dawki byty nieskuteczne. Nawet
przy dawce 40 mg/kg podawanej przez 14 dni wielkos¢ SBP, mimo redukcji,
pozostawata wxsza nk u szczurow UNX-NS (Tab. S2).

6. Chymostatyna obntata SBP pocgvszy od dawki 4 mg/kg (dawki 1 i 2 mg/kg byty
nieskuteczne). Po zastosowaniu chymostatyny w dawkach 4 i 6 mg/kg, po 14 dniach
terapii, odnotowano spadek SBP odpowiednio o -17,9 +1,61-17,8 + 1,5 mmHg (Tab.
5, 6), ale, mimo redukcji, wielkos¢ SBP pozostawatasea nk u szczurow UNX-NS
(Tab. S2).

7. Cisnienie rozkurczowe DBP byto bardziej whigve niz cisnienie SBP na podawanie
zaréwno enalaprilu, jak i chymostatyny (tzn. otamie DBP wysipowato przy
nizszych dawkach obu inhibitorownobnizenie SBP). Efekt obnenia DBP osjgano
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 sodargetenaddnieniem ¢tniczym
prowadzito do korzystnych zmian reaktywnosci badanych naczy

9. Enalapril przywrdcit odpowiedz MCA na ATP (Ryc. 17A), choziaie poprawit
odpowiedzi GMA na agonistreceptora AT1 (Ryc. 16A). Efekt widoczny byt juz przy
zastosowaniu najmniejszej badanej dawki, 5 mg/kg.

10.Chymostatyna prowadzito do normalizacji obu odpowiedzi: zaréwno GMA
na substangj naczyniokurcaca (AT1Ragon Ryc. 16B), jak i MCA na substarcj
naczyniorozszerzaga (ATP; Ryc. 17B). Normalizagjodpowiedzi GMA na bodziec
naczyniokurczacy obserwowano pogwszy od dawki 2 mg/kg, a odpowiedzi MCA
na bodziec naczyniorozszerzey — pocawszy od dawki 1 mg/kg.

11. Ani enalapril, ani chymostatyna nie poprawity odpowiedzi badanych nawzgodanie
L-NAME (Ryc. 18).

Podsumowane w tym rozdziale napméejsze wyniki wskazuaj ze podwy.szona podasodu
w diecie prowadzi do dysfunkgjrédbtonka oraz do zmian czynnosciowych w obwodowych

naczyniach oporowych, ktore zgiszap nie tylko ryzyko rozwoju nadgémnienia, ale takze
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ryzyko wystpienia zaburzé poznawczych i udaru mézgu. W rozwoju sodo-zadgo
nadcgnienia ttniczego biog udziat oba uktady renina-angiotensyna, osoczowamnkowy.
Co wiecej, blokowanie tkankowego ukifadu renina-angioteasyvydaje si by¢ bardzie
skuteczne w leczeniu sodo-zatego nadséhienia ttniczego ni blokowanie osoczowego
uktadu RAS.
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6. Dyskusja

6.1. Model badawczy

Oba naczynia wybrane do tego projekty aczyniami oporowymi, ale pedni
w ukfadzie kgzenia odmienne funkcje.¢lnica zaopatraca w krew mgsien smukly jest
naczyniem majcym wptyw na TPR; zaburzenia funkcji takich nagzsnog prowadzé
do rozwoju nadcinienia. Z kolei MCA, choc¢jest naczyniem oporowym o charakterze
lokalnym, odgrywa niezwykle waa role; uczestniczy nie tylko w ksztattowaniu oporu
przeptywu w kgzeniu moézgowym, ale takze w dystrybucji krwi dociecgj do mozgu,
stosownie do zapotrzebowania aktywnych okolic mézgu. d8iggod uwag fakt, ze dieta
wysokosodowa stanowi czynnik ryzyka powstania zaliuppeznawczych i udaru moézgu,
wybor tego naczynia do badania naczyniowych konsekwencji diety wysokosodowej jest
ze wszech miar uzasadniony.

Komentarza wymagaienetodyka badaczynnogiowych w arteriografie. Obietnice
byty poddane dziataniu stosowanegéniénia hydrostatycznego, na ktérym nabieraty eapi
miogennego, ale¢tnica mdzgowa byta perfundowana, gnica obwodowa nie. W obu
przypadkach zachowane byly standardy metodyczne [Csato i wsp., 2014, Aleksandrowicz
wsp., 2017]. GMA nie byta perfundowana, poniew@odczas perfuzji tracita nagie i trudno
byto zachowa stan rownowagi tego naczynia. Alternatywyto dodanie substancji
naczyniokurczcej do buforu wypetniagego wanne arteriografu (€zto w tym celu ugwane
sa mate s¢zenia fenylefryny), ale taki zabieg zakidcatby praghi doswiadczenia
i uniemozliwiat porownanie obu badanych natzy

Nalezy takze podkrdli¢, ze w badaniach reaktywnosci GMA i MCA na aktywacj
receptora angiotensyny Il wybrano selektywnego agpnisteptora AT1R. Wiadomo,
ze Ang Il posiada takze receptor AT2, ktdrego pobudzenie wywotuje efekgcipistawne
do tych wywotanych pobudzeniem AT1R. Innymi stowy, pobudzenie AT1R prowadzi
do skurczu, a pobudzenie AT2R do rozkurczu nadijatrouguii wsp., 1999]. Wycie w
badaniach reaktywnog naczys angiotensyny Il, ktéra jest agorjsbbu tych receptorow,
utrudniatoby interpretaejwynikow.

Ciekawe,ze u szczuréw SD na diecie wysokosodowej dochodzingimiejszenia ilosci

mMRNA i ilosci biatka receptoréw AT2R w naczyniach krezki [Goleza wsp., 2005].
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6.2. Jony sodu jako niezaliny czynnik ryzyka uszkodzenia naczy

Uzyskane przez nas wyniki pokazuje dwudziestoosmiodniowa dieta wysokosodowa
stanowi niezaleny czynnik ryzyka uszkodzenia naézyimo, ze cinienie ttnicze w grupie
SHAM-HS utrzymywato s¢ na prawidtowym poziomie (Tab. 2), obserwowano dyktje
srodbtonka (Ryc.13), potwierdzong okeniem s¢zenia metabolitbw NO w osoczu (Ryc. 11).
Dysfunkcjasrédbtonka moze hyysama w sobie podstgwlo rozwoju nadéhienia ttniczego.
Wykazano to nie tylko w badaniach doswiadczalnych, ale takze u ludzi [Ghietgmi 2012,
Dinh i wsp., 2014]. Ponadto, GMA¢tnica reprezentgga naczynia decydage o oporze
obwodowym, odpowiadata wkszym skurczem na substancje naczyniokigez agonist
AT1R (Ryc. 6A) oraz na wysokie dawki ET-1 (Ryc. 6B). Podobnych zmianliwggci
na substancje naczyniokugtz nie obserwowano wethicy srodkowej mdzgu, naczyniu
oporowym o znaczeniu lokalnym (MCA, Ryc. 7), ale wykazana dysfurskébtonka MCA
jest te powanym zaburzeniem funkcji tego naczynia i moze& lpyzyczyry deficytow
poznawczych i udaru mézgu [Cosentino i wsp., 2001, Martins-Filho i wsp., 2020]. Tak wi
przeprowadzone przez nas badania wskazeg dieta wysokosodowa jest niezalgm

czynnikiem uszkodzenia naazkrwionosnych.

6.2.1. Zwiekszenie wraliwosci GMA na zwiazki naczyniokurczace u zwierzt na diecie
wysokosodowej

Skurcz GMA u szczuréw normotensyjnych na diecie wysokosodowej obserwowany

w odpowiedzi na stymulagj receptora AT1 dla angiotensyny Il byt istotnie ckazy

w porownaniu do obserwowanego w grupie na diecie standardowej. Zjawisko zmiany
wrazliwosci naczyh na Ang Il w zalenosci od poday sodu w diecie jest opisywane

w pismiennictwie. Skurcz nacaypo podaniu Ang Il zmniejsza¢sna diecie niskosodowej,
arosnie wraz ze wzrostem padasodu w diecie [Aguilera i Catt, 1981]. Najprawddpbniej
przyczyry zwiekszonej odpowiedzi GMA szczuréw SHAM-HS na pobudeereéceptora
ATR1 w naszych badaniach jest, opisywane wmpgnnictwie, zwgkszenie ekspresji tego
receptora w naczyniach oporowych. Opisywano to zjawisko zaréwno u szczurow stada Wistar
jak i szczuréw SD utrzymywanych na diecie wysokosodowej [Nickengp., 1998, Wang i

Du, 1998]. W efekcie zwkszonej ekspresji receptora, taka sama dawka AngolMvoduje
zwiekszone uwalnianie wapnia do cytozolu w komorkacksmowki gtadkiej w poréwnaniu

z grupa kontrolng, utrzymywana na diecie standardowej [Nickemigwsp., 1998].
Najprawdopodobniej takie zmiany w ekspresji AT BRreechanizmem réwnowacym zmiany

stezenia Ang I, ktére obmia st na diecie HS, jak to ma miejsce takze w przypadku
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doswiadczé omawianych w tej rozprawie (Ryc. 10). Jest to znamgchanizm regulacji
receptorow w gar (ang.receptors upregulation) [Henriksson i wsp., 2003].

Wzmazong odpowiedz na podanie agonisty AT1R i ET-1 obserwowano jedynie
w przypadku GMA, lecz nie MCA (Ryc. 6, 7). Prawdopodobnie jest tazame z rang
gestosch receptorow dla tych substancji w GMA i MCA. Wiadojue dieta wysokosodowa,
jak wspomniano wej, zwkksza gstos¢ receptorow AT1R w obwodowych naczyniach
oporowych. W dosipnym pgmiennictwie brak jest informacji na temat natzikrazenia

mobzgowego w tym aspekcie.

6.2.2. Diecie wysokosodowej nie towarzyszy wzrost&tnia sodu w 0soczu

U szczurdw z wysoka poda sodu w diecie nie obserwowano zigzonego stzenia
sodu w 0soczu (k) przez caty czas trwania diety (Tab. 2). Prawdopodobnie byto to efektem
zachowania mechanizméw diurezy i natriurezy z nadenia i/lub dziatania peptydow
natriuretycznych. W mechanizmach tych duza dawka sodu, ¢tazyj pokarmu do krenia
przez wchtanianie jelitowe, powoduje wzrost gbgci osocza. Prawidtoav odpowiedzi
naczyh na to zjawisko jest skurcz, co powoduje chwilowyest cinienia ttniczego, ktory
aktywuje kaskade zjawisk fizycznych, prowagdych do zwgkszenia filtracji w nerkach,
aprzez to zwkszenia tempa wydalania wody (diureza) i sodu (negma) z moczem.
Dodatkowo zw¢kszona ohjtos¢ osocza zwiksza stopi# rozcagniecia przedsionkow serca,
co prowadzi do uwalniania ANP — przedsionkowego peptydu natriuretycznego,sbagulj
proces wchianiania sodu w kanalikach nerkowych, a przez to takaksaenie diurezy
i natriurezy. W efekcie ustroj utrzymuje rownowaggdynow przez usugcie nadmiaru jonow
sodowych z moczem. Rzeczyeie, dieta HS powodowata zykiszenie zarowno diurezy, jak i
natriurezy (Ryc. 5BC). Jeli zwickszone wydalanie sodu wynikalo rzeczyewe
z mechanizmu natriurezy z naéitienia, wymagane jest utrzymanie wr&osci naczyh
oporowych na substancje naczyniokwoz (to zwekszenie oporu naczyniowego wyzwala
wzrost natriurezy). Naczynie GMA jest przyktadem naczynia oporoweggskazmesni
szkieletowych, ktore stanowido 50% masy ciata, a wd opor ich toyska jest decydagy
dla oporu ogdlnego. Maa wkc postawt pytanie, czy wzrost wediwosci na substancje
naczyniokurcace, obserwowany w naczyniu GMA, nie jest elementelatwinjacym
diugotrwate utrzymanie wysokiej natriurezy. Wzrost sisaosci naczyi obwodowych
na substancje naczyniokugce bytby w takim przypadku kosztem ponoszonym presswj,

dzieki ktébremu zachowana jest rownowaga w sktadzie jomoyptynow ustrojowych.
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6.2.3. Obnkenie biodosgpnosci NO u zwierat na diecie wysokosodowej a odpowied
tetnic oporowych na srédbtonkozalene substancje naczyniorozszerzage

U zwiermat z wysoka podaa sodu w diecie (grupy SHAM-HS i UNX-HS)
zaobserwowano obrenie odpowiedzi nacdy zarbwno GMA, jak i MCA, na blokowanie
syntezy NO przez L-NAME (Ryc. 9). Na potwierdzente, mamy do czynienia z dysfunkcj
srodbtonka, w tych samych grupach¢zgnie metabolitow NO w osoczu byto zeze
niz u zwierat na diecie standardowej (Ryc. 11), ezehie markera uszkodzenisdbdbtonka
SDC-1 byto odpowiednio wysze (Ryc. 12).

Tlenek azotu wytwarzany jest drodbtonku nacz§ tonicznie, zapewnia¢ state
hamowanie tonicznego adrenergicznego ¢@pi neurogennego. Blokowardeddbtonkowej
syntazy tlenku azotu, eNOS, za pomdc-NAME umozliwia okrelenie w jakim stopniu
spoczynkowe nagcie naczy jest zalene podstawowego wydzielania NO. Poniewaobu
grupach zwierzt na diecie HS obserwowano oboinag odpowiedz naczyna L-NAME (Ryc.
9) wnioskow& mozna, ze wyjsciowy stan napicia tych naczig jest zaleny od NO
W mniejszym stopniu ui haczyi zwierzt na diecie NS. Wynik ten potwierdza pomiar
metabolitbw NO w osoczu (NO jest niestabilnym wysoce reaktywnym wolnym rodnikigm, st
nie jest oznaczany bezposrednio; Ryc. 11), ktéry wskazuje naainbiodostpnos¢ NO
na poziomie ogolnoustrojowym. Ponieavaviele substancji naczyniorozszewdjch dziata
za posrednictwem tlenku azotu wydzielanego z koméréébtonka (ACh, bradykinina, ATP),
uposledzenie mozliwosci wydzielania NO we wéwych ilosciach przez komaorki srodbtonka
jest jednym z najwaniejszych przejawdw jego dysfunkcji [Queriavsp., 2023].

Istnieje wiele donieste potwierdzajcych obserwaej ze sama dieta wysokosodowa
wspotwystpuje z obrnieniem biodosfpnosci NO. Co wgcej, to obnienie jest niezalae
od wartosci cénienia krwi ttniczej [Dishy i wsp.,, 2003] i moze wysipi¢c nawet
przy niewielkim wzroscie Ra [Oberleithneri wsp., 2011]. Obnienie biodosfpnosci NO
uznawane jest za fundamentalny czynnik rozwoju soddimrasci [Kopkan i wsp., 2010].
Sugeruje s, ze pacjenci sodowrdiwi sg bardziej wraliwi na obnizenie biodosfpnosci NO
w wyniku diety wysokosodowej nipacjenci sodooporni [Dishywsp., 2003]. Biodosfpnos¢
NO zalena jest przede wszystkim od tempa jego syntezy peid@S oraz tempa jego
Zuzywania.

Aktywnos¢ eNOS powgzana jest ze zdolnoscreagowanigrdédbtonka na naprenie
scinajgce, tj. deformagj sciany naczynia powstaiv efekcie przeptywu krwi. Dieta HS olxai
naczyniorozszerzaga odpowiedz na naprenie scinajgce [Matrougui i wsp., 1998].
Mechanizm wykrywania nagrenia scinajgcego przezsrodbtonek zaleny jest od biatek
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glikokaliksu, przede wszystkim syndekanu-1 (SDC-1), ktoreggstezzka jest biatkiem
przezbtonowym. Jej domena zewnatrzkomorkowa wykrywa réznorakie sygnaty, w tym
naprzenie scinagce, a naspnie przenosi je na domene weytmzkomorkowa, przez

co komérka moze odpowiedZiena zjawiska zachodee po drugiej stronie btony [Balistreri,
2022]. Stzenie SDC-1 w osoczu uznawane jest za viisikauszkodzenia warstwy glikokaliksu
[Zhangi wsp., 2021], ktoremu towarzyszy rozw0j stanu zapalnegoddbtonku [Johanssan
wsp., 2011]. Podwyszone stzenie SDC-1 w osoczu zwiegz na diecie wysokosodowej

w porownaniu z grupSHAM-NS (Ryc. 13) moze sugerowae obnienie zalenosci nap¢cia
spoczynkowego GMA i MCA w diecie wysokosodowej jest wynikiem uszkodzenia odpowiedzi
srodbtonka tych naczyna napgzenie scinajgce. Istniej dowody, ze jony sodu mag by¢
przechowywane w formie nieaktywnej osmotycznie (tj. takiej, ktdéra nie powoduje
rownoczesnego zwkszania ohjtosci wody), jeeli zwigzane § z powierzchry organiczna
natadowan ujemnie [Titze i Machnik, 2010]. Taka powierzchniest wignie glikokaliks
naczyh krwionosnych [Weinbauni wsp., 2007]. S6d zwizany z glikokaliksem przenoszony
jest przez kanaty sodowe btony szczytowej komérki do jej wnetrza i odpowiada za jej aktywac;
[Kusche-Vihrogi wsp., 2010]. Dlatego te wydaje s¢, ze glikokaliks petni ra} bariery

dla oddziatywania sodu n&iane naczynia. Przy grubosci warstwy glikokaliksu ok. 400 nm,
ekspresja kanatébw sodowych jest niska, w efekcie czego komorka chroniona jest przed sodem
podwadjnie (zarowno przez warsiwglikokaliksu, jak i niska przepuszczalnos¢ biony
komodrkowej dla sodu). Przy zaniku glikokaliksu (atemie grubosci poriej 200 nm) ekspresja
kanatow sodowych jest wysoka, a séd ftatwo penetruje konmséokibtonka; sytuacja taka
obserwowana jest u ludzi na diecie wysokosodowej [Oberleithwsgs., 2011]. Wizanie sodu

w formie nieaktywnej osmotycznie do glikokaliksu i/lub jego tatwe przechodzenie do komérek
srodbtonka mogtoby tate, przynajmniej agciowo, ttumaczy brak zmian stzenia jonow
sodu w 0soczu u zwiegt na diecie HS (Tab. 2).

Aktywnos¢ eNOS zalena jest takze od stenia ADMA, endogennego inhibitora eNOS.
Stezenie ADMA w osoczu szczurow SHAM-HS jest istotnieszie nk w kontrolnej grupie
SHAM-NS; mozna weéc przypuszczg ze mamy do czynienia w tym przypadku z fgrm
kompensacji niskiej biodoginosci NO. Takiego efektu nie obserwowano u szczuréw
ze zmniejszong masnerek, co jest prawdopodobnie zmane z wptywem uswgia jednej
nerki na wys¢pujace fizjologicznie moliwosci kompensacyjne. Niekorzystne zmiany
usunkcia jednej nerki widazresza w doswiadczeniu z pomiarem osoczowegaashia TMAO
w grupie UNX-NS (Ryc. 14).
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Poniewa NO jest silne reaktywnym wolnym rodnikiem, tempggezwzywania jest
znacznie podwsszone w sytuacji podwgzonego stenia innych wolnych rodnikow
—reaktywnych form tlenu (ROS). Podczas diety HS, w wyniku nie do konca poznanych
procesow, w naczyniach powsiajuze ilosci ROS [Boegehold, 2013]. Napeej wolnych
rodnikéw przedostaje sido sciany naczynia z makrofagow [Cathcart, 2004]. Gtomny
wolnym rodnikiem w patologii naczyjest rodnik ponadtlenkowyD?, powstajcy przede
wszystkim w wyniku wzmozonej aktywnosci oksydazy NADPH [Muellemwsp., 2005].
Reakcja midzy rodnikiem ponadtlenkowym i NO prowadzi do ycia NO (ostabienia sygnatu
naczyniorozszerzagego), a takze powstania nadtlenoazotynu ON®IOry przyczynia si do
uszkodzenia komorek [Beckman i Koppenol, 1996], co w efekcie prowadzi do dysfunkcji
srodbtonka. Znaczenie ROS w reaktywnosci na@czye byto jednak przedmiotem bada
niniejszej rozprawy; wswietle jej wynikbw by moze jest to interesagy kierunek bada
w przysztosci.

Dysfunkcjasrédbtonka/obniona biodosipnos¢ NO nie przektadagihna zmniejszenie
reaktywnosci naczy na substancje naczyniorozszeszaj zalene od srodblonka — na
naczyniorozszerzaga ACh w przypadku GMA (Ryc. 8A) i ATP w przypadku MGRyc. 8B).
Nalezy podkréli¢, ze obnzona biodosipnos¢ NO nie musi$¢ w parze z zaburzonag
odpowiedzi naczyi na substancje zalee odsrédbtonka [Tang wsp., 2006, Jarrett wsp.,
2013]. Nawet jeeli rozszerzenie nacaywywotane przez ACh odbywagsza posrednictwem
NO w warunkach fizjologicznych, w sytuacji zabutagytwarzania NO odpowiedz ta moze
by¢ mediowana przez inne substancje wytwarzane w srédbtonku. Zreszést pewneze NO
posredniczy fizjologicznie w tych odpowiedziach;¢sto zdarza gi ze w obwodowych
naczyniach oporowych to nie NO, a EDHF lub prostaglandypnyodpowiedzialne za
naczyniorozszerzagy wptyw ACh [Hoepfli wsp., 2002, Dorai wsp., 2003]. Podobnie,
w naczyniach oporowych &renia mobzgowego za wplyw naczyniorozszeyzgj
ATP odpowiadaj EDHF lub prostanoidy [Horiuchi wsp., 2003, Dietrich i wsp., 2009].
Z bada grupy Bryana wynikaze rozszerzenie MCA w odpowiedzi na ATP odbywa si
za posrednictwengrodbtonka i receptoréw purynergicznych P2y, w spozélezny zarowno
od NO jak i EDHF [Youi wsp., 1999]. Przy czym udziat NO i EDHF jest zalg od dawki
agonisty P2y. ATP podany w niskich dawkach (£€101) pobudza wydzielanie NO
ze $rodbtonka, a w dawkach wszych nk 10° M wywotuje hiperpolaryzaegjsrédbtonka, ktéra
przekazana jest komdrkom ¢dni gtadkich przez patzenia mioendotelialne. W przypadku
dyskutowanych tu wynikow badawtasnych podawano ATP weseniu do 16 M, tzn.

w zakresie stzen niskich, ktére w warunkach fizjologicznych, wedhpgdanych powsej
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informacji, powinno wywotéd rozszerzenie zatee od NO. Nie mzna wykluczy, ze
w sytuacji zmniejszonej biodaginosci NO w odpowiedzi na ATP posredniczy EDHF.

Najwyrazniej u zwierat na diecie HS, cechugych s¢ ogolnoustrojowym obaeniem
biodostpnosci NO, naczyniorozszerzag dziatanie ACh i ATP odbywacsalternatywnymi
sciezkami.

Przeghd pismiennictwa wskazujeze niektore z wynikéw otrzymanych w naszych
badaniach odbiegajod tych, ktore uzyskali inni badacze. Na przykiad, [Liu i wsp., 1997]

w badaniach nactnicy GMA w podobnym do naszego uktadzie, zamytiaze odpowiedz
naczyniorozszerzaga na obrione cgnienie parcjalne tlenu, acetylocholing (ACh) i analog
prostacykliny iloprost byta znacznie zmniejszona u szczurow na diecie HS (zaréwno ze
zmniejszong masnerek, jak i z zachowargyjsciowa mas nerek) w poréwnaniu ze szczurami

na diecie o prawidiowe] zawartosci sodu. Podobnie, zmniejszong odpowiedz
naczyniorozszerzaga na podanie ACh i iloprostu juz po siedmiodniowej diecie HS opisywali
Weber i Lombard [Weber i Lombard, 2000]. Jedneénzedo ostabienia odpowiedzi na zeki
naczyniorozszerzage, chroniczna, tj. co najmniej czterotygodniowagzlenie ,ostra”
(kilkudniowa) dieta HS prowadzi do selektywnego ghksizenia wraliwosci naczyh
oporowych na naczyniokurgza Ang Il, ale nie na noradrenalingVeberi wsp., 1999].
Przedstawione przykiady dowagzze zmiany widciwosci naczynioruchowych nacay
oporowych mé¢snia smukiego rozwijaj sic w odpowiedzi na wysekpoda sodu w diecie,
ktorej nie musi towarzysZynadcgnienie ttnicze.

Wplyw diety wysokosodowej na naczyniakenia mézgowego byt badany pod katem
zaburzé autoregulacji oraz regulacji zateej od srodbtonka i tlenku azotu. Wkszosé
doniesig na ten temat pochodzi od grupy Lombarda i zostetaegrowadzona na szczurach
poddanych krétko- lub diugotrwatej diecie HS. W tych badaniach potwierdzono dysfunkcj
srodbtonka u zwiergt na diecie wysokosodowej oraz zmniejszenie odpaxiied podanie
analogu prostacykliny — iloprostu oraz ACh [Lombard i wsp., 2003, Durand i wsp., 2010, Matic
i wsp., 2018].

Wysokie spoycie sodu, jak juz wspomniano, samo w sobie ma szkodliwy wptyw
na regulagg mozgowych naczy krwionosnych. Wykazano takzese wplywa na funke
mozgu, ktora w duzej mierze zale od dostarczania z krwisktadnikow odywczych
dopasowanych do jego potrzeb energetycznych [ladecola i Nedergaard, 2007]. Wyniki opisane
w niniejszej rozprawie potwierdzapbserwagj, ze sama wysoka konsumpcja sodu, ktérej nie
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towarzyszy wzrost énienia ttniczego krwi, ma szkodliwy wptyw na regulachapkcia

naczyh krwionosnych.

6.3. Sodo-zalene nadcknienie ftetnicze jako czynnik zaburzapcy

reaktywnos¢ naczyn

W grupie UNX-HS z jednostronng nefrektagmiktore staly si sodo-wraliwe,
i rozwinely naddinienie ttnicze, obserwowano dodatkowe zaburzenia odpowiedzi
naczyniowych w stosunku do tych, ktore wymsty w grupie kontrolnej tzn. u szczuréw
SHAM-HS bez nadgnienia. Szczury z grupy UNX-HS cechowatye stwigkszeniem
wrazliwos¢ GMA takze na niskie dawki naczyniokuegzj endoteliny-1 (Ryc. 6B)

oraz wyranym zmniejszeniem odpowiedzi MCA na naczyniorozszjgecy ATP (Ryc. 8B).
6.3.1. Zastosowany model sodo-zaleego nadcénienia tetniczego okazat s skuteczny

W omawianych w niniejszej rozprawie doswiadczeniach ani jednostronna nefrektomia,
ani dieta wysokosodowa, zastosowane niezatéeod siebie, nie byty w stanie doprowadzi
do zwickszenia cinienia krwi ttniczej w cagu 28 dni obserwacji. Dopiero ztozenie tych
dwoch czynnikow powodowalo zekszenie wartosci éhienia ttniczego krwi w cigu
tygodnia (Tab. 2). Jest to zgodne z zatozeniami takiego modelowania sozuoegale
nadcgnienia ttniczego. Sama dieta HS (4%) prowadzona przez ciygndnie u szczurow
bez genetycznych predyspozycji do rozwoju n&denia ttniczego (SD) nie prowadzi
do zwickszenia wartosci BP, lecz jej przedtuzenie dosszetygodni powoduje podwgzenie
wartosci cinienia krwi ttniczej [Gu i wsp., 2008]. Natomiast pegtzenie diety HS
z jednostronng nefrektori prowadzi do rozwoju sodo-zaleego nadenienia ttniczego
w ciggu dwéch tygodni [Carlstromh wsp., 2007, Bdzynska i Sadowski, 2012]. Powszy
przyktad wskazuje na to, ze niekorzystne zmiany spowodowane wysokagpsotiu w diecie
s3 jedynie przyspieszone przez nefrektongidyz séd sam w sobie jest czynnikiem na tyle silnie
wptywajacym na uktad kizenia, ze w odpowiednio dtugiej perspektywie czasowej spayeod

rozwoj naddinienia ttniczego.

6.3.2. Stzenie sodu w o0soczu SzczurOw z sodo-zalgm nadcisnieniem tetniczym
pozostato prawidtowe

Szczury, ktorych &nienie krwi ttniczej bylo podwyszone (UNX-HS), nadal
zachowywaty prawidtowe gtenie sodu w osoczu (Tab. 2). Jest tozlme przy zatozeniu,
ze jedna nerka radzi sobie $mienicie z usuwaniem nadmiaru jonow lub, ze séd kumulgje si

gdzies w ustroju. Podczas wysokiej paga sodu w diecie pogtkowo dochodzi
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do rownowaenia wysokiego spgzia sodu przez wysokie tempo jego wydalania. Utnzjgm
to jednak nerke w stanie permanentnej hiperperfuzji, co przycamido jej uszkodzenia.
Uszkodzenie nerek uznajes gda pierwszy krok w kierunku rozwoju nagltienia ttniczego

i innych chordéb naczyniowych [Adrogue | Madias, 2007]. Wydajezeinatriureza u zwiegt
w grupie UNX-HS byta nieznacznie asza nk w grupie SHAM-HS (Ryc. 5C) — cho¢
nie uzyskano istotnosci statystycznej w tym poréwnaniu, wartoéciniej natriurezy dla grupy
UNX-HS we wszystkich dniach diety bytyasize nk w grupie SHAM-HS, co prawdopodobnie
wynika z uposledzenia homeostazy sodowej wazki z usurgciem nerki (UNX-HS).
Faktyczne zmniejszenie liczby czynnych nefronéw o petopowoduje automatycznie
zwiekszone obgizenie nefronéw pozostatych w ustroju. Dodatkowe giwriie ustroju wysak
podaza sodu w diecie powoduje z czasem przekraczanie aflclmerki do utrzymywania
homeostazy sodowej. W takiej sytuacji séd kumulowathy vgi ustroju: albo w formie
osmotycznie czynnej (np. w osoczu), albo w formie nieczynnej osmotycznie (rgamyi
z anionowymi czsteczkami pokrywagymi komorki roznych tkanek). Séd nie kumulowa si

w naczyniach.

6.3.3. Sodo-zalne nadcknienie a wrazliwosé naczyn oporowych na substancje
naczynioaktywne

Szczury z grupy UNX-HS cechowatyeszwickszeniem wraiwos¢ GMA takze
na niskie dawki naczyniokurgeej ET-1 (Ryc. 6B) oraz obreniem wraliwosci MCA
na naczyniorozszerzgly ATP (Ryc. 8B).

Wzmocnienie odpowiedzi GMA na ET-1, obserwowane u szczuréw z grupy SHAM-
HS przy wyszych dawkach ET-1, u szczurédw z grupy UNX-HS widhaczest takze
przy niskich dawkach ET-1 (Ryc. 6B). Obserwacja ta mozé twynikiem pogebienia
przez naddinienie ttnicze zmian, jakie wyspuja w wyniku samej diety HS.

U szczuréw z sodo-zateym nadcinieniem ¢tniczym obserwuje sitakze obnkenie
wrazliwosci MCA na naczyniorozszerzgly ATP (Ryc. 8B).Podobnego uposledzenia
odpowiedzi na srodbtonkozalene czynniki naczyniorozszerzag nie obserwuje i
w naczyniach oporowych g¥nia szkieletowego (Ryc. 8A). Dziat@ly wewnatrznaczyniowo
ATP pochodzi przede wszystkim z komoréiddbtonka i erytrocytow. ATP, dziakg
na btonowe receptory purynergiczne P2y w komorkaddbtonka, prowadzi do zekszenia
produkcji NO, prostacykliny i czynnikow hiperpolaryzaych mesniowke, co skutkuje
rozszerzeniem naczynia [Bodin i wsp., 1991, Liu i wsp., 2004, Alkayesp., 2009]. Wysokie

cisnienie krwi zweksza tempo uwalniania ATP z erytrocytow, co przydayst do wzrostu
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stezenia ATP w osoczu (@@p, ang.plasma ATP). Wysokie wartosci Rrp pocagaja za soba
wzmocnienie aktywnad komorek uktadu odpornosciowego, przez co przyczynisig

do patologicznych zmian zezanych z chorobgadcgnieniowg [Zhaoi wsp., 2019]. B¥ moze
obnizenie wraliwosci MCA na naczyniorozszerzgly ATP jest mechanizmem
kompensujcym zwkkszenie jego stenia w osoczu w nadgiieniu. Moze by jednak
wyrazem pogibionego uszkodzeniagrdédbtonka, w ktorym uszkodzonych jest ceej
mechanizmow i w srodbtonku nacziy zwierzit na diecie HS z prawidtowymi wartosciami
BP. Diecie HS towarzyszy obm@nie biodosfpnosci NO (Ryc. 9, 9), a wt ostabienie jednej
ze sciezek, ktdoy ATP jest w stanie wywotarozszerzenie naczynia. U szczurOw z grupy
SHAM-HS jednak odpowiedz na ATP jest zachowana, co sugergjenimo ograniczenia
biodostpnosci tlenku azotu ATP jest w stanie wywohldveelaksagi migsnidwki gtadkiej
innymi drogami, jak dyskutowano juz weneej. U szczuréw z grupy UNX-HS odpowiedz na
niskie dawki ATP jest wgcz zniesiona, a na wgze — ograniczona, CO sugeruje
uposledzeniu ulegty tate sciezki oddziatywania ATP na ménidwke niezalene od NO.
Poniewa dla naczyniorozszerzgjego efektu ATP konieczne jest zachowanie prawidtowo
funkcjonupcych komoérekirédbtonka [Duza i Sarelius, 2003], ograniczenie tefgktu jest

kolejng przestanka wskazaga na uszkodzenie funkcji tych komoérek.

6.4. Potencjalne przyczyny uszkodzenigrodbtonka naczyn

Brak zmian sizenia jonow sodu u zwiegz na diecie wysokosodowej, zarGwno
w osoczu jak i w tkankach (w skoérze,edniu smuklym oraz mézgu — obserwacje nietej
w wynikach rozprawy), przy jednoczesnym wymgm uszkodzeniu podstawowych
mechanizmow regulacji nacay krwionosnych u zwierst na diecie wysokosodowej
spowodowat, ze postanowimy przejrz€ pismiennictwo dotycgce wpltywu diety
wysokosodowej na mikrobietjelitows. Przewdd pokarmowy jest bowiem nigipliwie
pierwszym miejscem w organizmie, ktére namae jest na kontakt z dostarczanym doustnie

sodem.

6.4.1. Wzrost s¢zenia TMAO w osoczu zwierat na diecie wysokosodowej

W pismiennictwie mozna znaké dane wskazyge, ze jednym ze skutkow stosowania
diety HS jest zwgkszenie stzenia TMAO w osoczu [Biefiskai wsp., 2018, Liu i wsp., 2022].
Podwyszone sizenie TMAO uznawane jest za czynnik ryzyka w rozwciiorob sercowo-
naczyniowych [Wang i wsp., 2014] i ma stan@wacznik midzy tymi chorobami a digt
bogat w czerwone miso [Koethi wsp., 2013]. Wykazanase wzrost sfzenia TMAO w osoczu
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o 5umol/l zwieksza ryzyko rozwoju nadiiienia ttniczego o 9% [Ge wsp., 2020]. Z kolei
obnizenie s¢zenia TMAO w osoczu koreluje z olmeniem wartosci Gnienia ttniczego.
Przykladowo, zastosowanie probiotykdéw prowadzito do obmia s¢zenia TMAO w 0soczu
oraz obnkenia wartosci cinienia ttniczego [Khalesi wsp., 2014]. Co wgcej, podawanie
enalaprilu prowadzi do obménia poziomu TMAO w osoczu w nie do konca poznanym
mechanizmie (prawdopodobnie przez gwizenie tempa usuwania TMAO z moczem) [Konop
I wsp.,, 2018]. S¢zenie TMAO w osoczu zahme jest od: aktywnas flory jelitowej,
przepuszczalnosci bariery jelito-krew, tempa przemian TMA w TMA@atrobie oraz tempa
wydalania TMA i TMAO z moczem [Ufnalwsp., 2015]. Wysokie spacie soli przez szczury
prowadzi do znacge] przebudowy mikrobioty jelitowe] [Bielskai wsp., 2018], jakoze

poszczegolne odmiany bakterii rOgrsic znacznie tolerangjzasolenia srodowiska.

Przedstawione w tej pracy wyniki nie potwierdgzagrostu sizenia TMAO, ani jego
prekursora TMA w osoczu szczurow otrzympeych die¢ wysokosodow. Natomiast istotnie
wyzszy poziom TMAO w osoczu obserwowano u szczuréw avegcia osiem dni po zabiegu
jednostronnej nefrektomii utrzymywanych na diecie standardowej (UNX-NS), u ktorych
poziom TMAO byt okoto dwukrotnie waszy niz u zwierat bez nefrektomii (SHAM-NS, Ryc.
14B). Mozliwg przyczym wysokiego stzenia TMAO w osoczu tych szczuréw odpowiada,
przynajmniej cgsciowo, zmniejszona zdolnos¢ nerek do usuwania tej substancji z moczem.
Zwigkszong produkej toksyn pochodgcych od bakterii jelitowych obserwujezsi pacjentéw
nawet z tagods dysfunkcy nerek [Zupcid wsp., 2023]. Tak wéc mozliwe,ze jednostronna
nefrektomia, nawet bez diety wysokosodowej, jest w stanie zabumakroflore jelitows.
Chorobom nerek esto towarzysz zaburzenia motoryki jelit, ktére prowagdzlo zmian
w sktadzie flory jelitowej, aw efekcie do =zapari aktywacji jelitowego ukiadu
odpornosciowego [Nishiyama wsp., 2019]. Zaburzenia jelitowe wycotujsic w wyniku
antybiotykoterapii. U osob z niewydolnosgcnerek oraz u zwiest, ktdrych stan modeluje
niewydolnos¢ nerek obserwujeesprzesungcie mikrobioty jelitowej w strong rodzin bakterii
posiadagcych wiele enzyméw proteolitycznych, odpowiedzialmyza produkej toksyn
[Vaziri i wsp., 2013, Meijersi wsp., 2019]. Rodzi s jednak pytanie, czy taka zmiana
mikrobioty moze wysipi¢ u zwierat po jednostronnej nefrektomii wagju czterech tygodni.
Jest to interesypa obserwacja, na ktorej mozna bytoby skupt w kolejnym projekcie

badawczym.

Od pewnego czasu badacze zapoyj sk niekorzystnym wpltywem diety

wysokosodowej na przebieg choréb autoimmunologicznych sugersj zasadnicz role
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w etiologii tych chorob odgrywajprocesy zainicjowane pod wptywem jonéw sodu w ukied
immunologicznym na poziomie przewodu pokarmowego. Wykazanowikszenie stzenia
sodu nie tylko pobudza proliferacjkomérek T, ale rownie powoduje ich niekorzystng
polaryzacg [Coimbrai wsp., 1995, Kleinewietfeld i wsp., 2013, Wu i wsp., 2013]. Z bada
Kleinewietfeldai wsp., wynika,ze wzrost sfzenia jonow sodu pobudza réznicowanie mysich
i ludzkich limfocytow Th17 i indukuje wysoce patogenny fenotyp, charaktexyyugi
zwickszonag ekspersj receptora btonowego IL-23R i produkcjcytokin prozapalnych
[Kleinewietfeld i wsp., 2013]. W tych badaniach wykazano takeezwikszenie poziomu IL-
17 u myszy z doswiadczalnym autoimmunoilogicznym zapaleniem moézdeenia (EAE),
otrzymupcych przewlekle diet wysokosodowa koreluje z pogorszeniem stanu
neurologicznego zwient. W licznych badaniach nad przyczynami niekorzysingfektow
wysokiej poday sodu w diecie wykazano, takze u ludzi, udziat patogennego fenotypu Th17
[Aggarwali wsp., 2003, Annunziato i wsp., 2009, Farewsp., 2015, Hernandeizwsp., 2015].

Ciekawych wynikéw wskazggych na udziat Thl7 w zaburzeniach poznawczych
obserwowanych u myszy na diecie wysokosodowej dostarczyly badania FauscdFaraco
i wsp., 2018]. Wykazano w nichze podawana przewlekle myszom dieta HS prowadzi do
dysfunkcji srédbtonka naczy kragzenia moézgowego na skutek hamowania fosforylacji eNOS
pod wptywem IL-17, a takze do uposledzenia funkcji poznawczych. €oejyipokazanaoze
delecja genu kodagego IL-17 lub ogdllnoustrojowe podawanie przeciwoiatitralizugcych
IL-17 zapobiega deficytom poznawczym zwanym z dief wysokosodow, natomiast
podawanie rekombinowanej IL-17 odtwarza deficyty poznawcze u zwikazmionych dief
o standardowej zawartoissodu [Faracd wsp., 2018]. Istniej réwniez dowody na toze sod,
oprécz bezposredniego wptywu na polaryzagomorek T, zmienia niekorzystnie skiad
mikroflory jelitowej, ograniczajc w niej udziat korzystnych dla homeostazy bakterindzaju
Lactobacillus, co koreluje z aktywagjkomorek Th17 [Wilck wsp., 2017].

W swietle dyskusiji dotycgcej aktywacji toksycznego fenotypu komérek Th1741L
pod wptywem diety wysokosodowej interegte bytoby sprawdzenie czy neutralizacja IL-17
u szczuréw na diecie wysokosodowej zapobiegtaby dysfurkégibtonka obserwowanej

w naszych badaniach.

6.4.2. Podwyzszone gtenie syndekanu-1 w osoczu

U szczurdw, otrzymuagych die¢ wysokosodow SHAM-HS i UNX-HS obserwowano
istotnie podwyszone stzenie syndekanu-1 (SDC-1) w osoczu (Ryc. 13).
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Badania prowadzone na osoczu ludzkim wykazagyyzrost sfzenia SDC-1, zwjzany
z uszkodzeniengrodbtonka, prowadzi z czasem do zaburzeikrokrazenia, a w dalszej
konsekwencji do niedotlenienia nadz i jego uszkodzenia w wielu stanach patologicznych
[Suzukii wsp., 2022]. Mozna przypuszceaze podwyszone sizenie syndekanu-1 (Ryc. 13)
u zwierat poddanych nefrektomii jednostronnej bez diety vikpsmdowej (UNX-NS) jest
wynikiem fagodnej dysfunkcji nerek, ktérej efektem jest zaburzenie mikroflory jelitowej,
ktora to, uwalniajc wieksze ilosci TMA (przeksztatlcanego watwobie do TMAO), prowadzi
do uruchomienia procesow uszkadzgch srodbtonek naczy. Jest to jednak uszkodzenie
na tyle nieznacznese nie doprowadza ono do zmniejszenia odpowiedziymana napicie
scinajgce (Ryc. 9) i zmiany reaktywnosci naczyporowych (Ryc. 6-8) w czasie 28 dni
od zabiegu nefrektomii.

6.5. PorOwnanie skutecznéxi terapii hipotensyjnej enalaprilem
I chymostatym

Zwierzeta normotensyjne odpowiadajna zwekszenie poday sodu w diecie
obnizeniem aktywnogi ogélnoustrojowego uktadu renina-angiotensyna advsp., 2002].
Szczury SD, wykorzystane w niniejszym projekcie badawczym, rawadpowiedziaty
na diet wysokosodow obnizeniem s¢zenia Ang Il w osoczu (Ryc. 10). Jednakze wptyw
sktadnikow uktadu renina-angiotensyna na patologiczne procesy towaceyszdozatenemu
nadcgnieniu ttniczemu wynika przede wszystkim z aktywnosci lokalnego (tkankowego) RAS,
ktéry odpowiada za zwkszenie obwodowego oporu naczyniowego [Rassler,]2@latego
w dalszym etapie badaastosowano dwa rozne blokery uktadu renina-angiotensyna: enalapril
i chymostatyne.

6.5.1. Odpowied MCA na podanie srodbtonkozaleznego naczyniorozszerzajcego ATP
ulega normalizacji w efekcie stosowania obu inhibitoréw

Odpowiedz MCA na podanie ATP, olha u szczurébw z sodo-zatym
nadcgnieniem ¢tniczym (Ryc. 8B), ulegata normalizacji w obu grupaszczuréw, ktorym
podawano enalapril, lub chymostagyitRyc. 17), chocia zadna z podanych substancji
nie polepszyta funkcjisrodbtonka w zakresie podstawowego wydzielania NQ@, rjgozna
sadzi¢ po braku poprawy odpowiedzi na L-NAME.

Biodostpnos¢ tlenku azotu moze By obnizona na diecie wysokosodowej,
jak wspomniano wcZaiej, w wyniku zwekszone] produkcji ROS, co jest efektem
wzmocnienia ekspresji oksydazy NADPH przez syntetyzawakalnie Ang Il [Adler i Huang,
2004]. Reaktywne formy tlenu prowagzdo zmniejszania biodaginosci NO przez
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przeprowadzanie go w rodnik ONQQ@ablokowanie lokalnie syntetyzowanej Ang Il przez
chymostatyn¢ prowadzitoby wt do ograniczenia produkcji ROS. To zWszatoby
biodostpnos¢ NO, przez co odpowiedz na srodbtonkozate rozszerzenie naatry
wywotywane m. in. przez ATP, zostawatoby przywrécone (Ryc. 17B). Wydsjedsiak ze ta
sciezka jest mato prawdopodobna, jake zalenos¢ nap¢cia wyjsciowego naczynia od NO
nie zostata przywrdcona, niezatee od zastosowanej dawki chymostatyny (Ryc. 18D).
Podobna sytuacja wygtuje u szczuréw, ktérym podawano enalapril —¢cbloserwowana jest
normalizacja odpowiedzi MCA na ATP (Ryc. 17A), to ¥gipwe napgcie tego naczynia nadal
wykazuje obniong zalenos¢ od biodosipnosci NO (Ryc. 18C). Innym aiNO mediatorem
relaksacji mgsnidwki przez ATP s prostaglandyny [Mortensamwsp., 2009, Creceliuswsp.,
2011]. B¥ moze wic normalizacja odpowiedzi MCA na podanie ATP, zarowo podawaniu
enalaprilu, jak i chymostatyny, zate jest wianie od prostaglandyn. Powszechnie wiadomo,
ze inhibitory ACE, w tym enalapril, dziataprotekcyjnie na bradykinine, ktora z kolei zksza
syntez prostaglandyn [Brownwsp., 1996, Rodriguez-Garciavsp., 1999]. Bradykinina moze
by¢ rozktadana zaréwno przez ACE, jak i chymdReilly i wsp., 1985], sid zastosowanie
chymostatyny moze wywieta podobny efekt do enalaprilu — ogranicgajdegradag
bradykininy prowadzi do zwkkszenia tempa syntezy prostaglandyn. Cecej, u myszy

z sodo-zalenym naddnieniem gtniczym (2% NaCl w wodzie do picia przez 12 tygodni,
wartos¢ SBP wzrasta od 6. tygodnia) wykazame, po dwunastu tygodniach wysokiej
konsumpcji NaCl poziom PGE2 w osoczu jest znacznigsmy niz u zwierzt kontrolnych
[Kubotai wsp., 2022]. Obserwacja ta moze z jednej stréwiadczy o prozapalnym dziataniu
diety HS, lecz by moze swiadczy takze o nasileniu mechanizmu rozszerzania naczy

za posrednictwem prostaglandyn.

6.5.2. Odpowied GMA na podanie agonisty receptora AT1 ulega normabacji
tylko w efekcie podawania chymostatyny

Odpowiedz GMA na podanie agonisty receptora AT1, nasilonacausdw z sodo-
zaleznym naddinieniem ¢tniczym (Ryc. 6A), zostata znormalizowana u szczuléezonych
chymostatyna, ale nie enalaprilem (Ryc. 16). Wydagevdec, ze bloker tkankowego RAS
ma pewne przewagi, przynajmniej w naczyniach zaopgyah mesnie szkieletowe,
nad blokerem osoczowego RAS.

Inhibitory ACE (,-prile”) prowadz do zmniejszenia ekspresji receptorow ATL1.
Wykazano, ze dieta wysokosodowa zbtina warunkami do zastosowanej w badaniach

stanowhcych podstaw niniejszej rozprawy (4% Na w paszy, czas dietytgegddni) zweksza
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ekspresj AT1R w aortach szczurow Sprague-Dawley [Nickenigsp., 1998]. Podobnie u
szczurow z nadénieniem DOCA-salt (sodo-zaee nadcinienie ttnicze, w ktorym
nefrektomii i podwyszonemu sparciu soli towarzyszy podawanie steroidu gkgzapcego
retencg sodu w ustroju) obserwowano zkszong ekspresjACE i AT1R w lewej komorze
serca. P¢ciotygodniowe podawanie chinaprilu prowadzito docarej redukcji ekspres;ji tych
dwoch biatek [Harawsp., 2001]. Wysokie spoie soli (pasza z 3,15% Narzez 4 tygodnie,
tj. w warunkach zblionych do tych zastosowanych w niniejszej rozprawi@)wodowato
wzrost gstosci receptoréow AT1 w aorcie oraz wybranygddrach mézgu, ale zmniejszenie
gestosci w nerce. Stosowanie inhibitorow ACE (trandolaprilizynoprilu) przez caly okres
ekspozycji na wysoka podasodu w diecie skutkowato zmniejszeniegstgsci receptorow
AT1 w mo6zgu do wartad poréwnywalnych z grupa na paszy standardowej, a w aorcie i nerce
do poziomow nieco rszych [Liang i Leenen, 2007]. Przyktady te pokazia¢ sodo-zalene
nadcgnienie ttnicze powoduje zwkszenie gestosci AT1R w wielu obszarach uktadu
sercowo-naczyniowego, a stosowanie ACEi ahrekspregj AT1R. Nie opisano jednak zmian
w odpowiedzi nacay oporowych na agonistAT1R u szczurdw leczonych wymienionymi
wyzej ACEi. Jeeli normalizacja gstosci AT1R jest wystarczgga dla normalizacji
odpowiedzi naczyniowej na pobudzenie tego receptoré,nbyze czternastodniowy okres
podawania enalaprilu jest za krotki, by taka normaligadjspresji AT1R wywola Mozliwe
tez, ze rézne inhibitory ACE r6znai sie migdzy sobg (np. przekraczaniem bariery krew-mo6zg
[Glodzik i Santisteban, 2021], czy lipofilnogdMortensen wsp., 2008]), a przez to efekty ich
dziatania g r6zne. Jednakze lizynopril posiada wdavosci zblizone do enalaprilu, sil efekt
stosowania tych blokerow powinien dgo siebie zbfiony.

Istotna rola AT1R w nadéaieniu ttniczym moze wyniké nie tylko ze zwgkszonej
ich ekspresji, ale takze z ich azkszonej aktywacji przez czynniki prozapalne i bodzce
mechaniczne. W nadgiieniu pierwotnym (samoistnym), jak i naglueniu chzowym,
wykazano obecnos¢ autoprzeciwciat 1gG, aktywaych AT1R (AT1-AA, ang. ATl
autoantibodies). Mechanizm aktywacji receptora za posrednictwem przeciwciat nie jest znany
[Dragun i wsp., 2005]. Wykazanae aktywacja AT1R na powierzchni limfocytow T urucham
stan zapalny, co moze prowaélzio naddinienia ttniczego [Silva-Filha wsp., 2011]. AT1-
AA wykryto az u 95% pacjentek z nadoieniem cjzowym, a miano tych przeciwciat
pozytywnie korelowato z eizkoscig choroby. Pacjenci z nadoieniem ¢tniczym i obecnose
AT1-AAs reagyy na podawanie kandesartanuekd@iza redukcy cisnienia krwi niz osoby
z nadcinieniem bez obecnosci AT1-AAsSwiadczy to o przyczynowej roli AT1-AA

w rozwoju niektérych typow nadaiienia ttniczego [Charn wsp., 2014]. Wykazano takze,
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ze receptory AT1 $ aktywowane przez bodzce mechaniczne (zmiaapezenia biony
komorkowej) w sposob zaréwno zatg, jak i niezaleny od Ang Il. Rozciganie btony
komorkowej powoduje uwolnienie Ang Il zmagazynowanej w kardiomiocytach, a przez to
aktywacg AT1R ligandem. Zaobserwowano jednake samo rozagniccie btony
kardiomiocytu jest w stanie aktywowAT1R bez udziatu Ang Il. Mechanizm takiej aktywacji
AT1R nie zostat jeszcze poznany. Zjawisko aktywacji AT1R bodzcami mechanicznymi jest
uznawane za potencjalmprzyczyne hipertrofii mgsnia sercowego, stanoxgej powiktanie
nadcgnienia ttniczego [Yasudawsp., 2008]. Rodzi s jednak pytanie, na ile te mechanizmy
aktywujace AT1R moga by zachowane w izolowanym naczynétrticzym.

Obserwacjaze podawanie chymostatyny prowadzi do normalizagjosdedzi GMA
na agonist AT1R (Ryc. 16) sugerujegze w zmiany wscianie naczynia zaangawany jest
bardziej lokalny (tkankowy) miosoczowy RAS. W nefropatii cukrzycowej i nagtgeniowej
u ludzi obserwuje sizwigckszenie ekspresji chymazy w komorkaches¢ni gtadkich naczfy
nerki [Huangi wsp., 2003, Cristovam wsp., 2012]. By¥ moze jest to zjawisko niekorzystne,
ajego zablokowanie prowadzi do przywrdocenia/utrzymania prawidtowych funkcji tej tkanki.

W warunkach fizjologicznych receptor AT1, po stymulacji przez Ang Il, ulega
chwilowej internalizacji, koniecznej do ponownego ugikgienia AT1R na Ang Il. W tym
procesie dochodzi do wddniecia blony komoérkowej (powstania kaweoli), podczadrégo
AT1R oddziatuje z kaweoling 1, gtdwnym biatkiem rusztowania kaweoli. Oddziatigva
to opdznia ponowne uwrlwienie AT1R na Ang Il. Mechanizm ten zapobiega afemu
Zwezeniu ttnicy oporowej wywotanemu przez Ang Il w warunkacahwidtowych [Czikora
wsp., 2015]. W stanach patologicznych ROS moga rozldddaveolingl [Potjei wsp., 2020].
ROS stymuluj rowniez aktywnos¢ enzymu sheddazy, zdolnego do degradacji sktadnikow
glikokaliksu, co powodujeze czsteczki budujce glikokaliks (w tym syndekan-1) trac
zdolnos¢ do posredniczenia gpdzy napezeniemscinajgcym a aktywag eNOS. W efekcie
biodostpnos¢ NO obnia sk [Potjei wsp., 2020]. U chomikdéw z cukrzyctypu 1, podawane
droga pokarmow inhibitory chymazy TEI-E00548 i TEI-FO0806 zmnigjsz poziom
ekspresji NOX4 (jednej z oksydaz NADPH), zmniejgzajym samym stres oksydacyjny
[Maedai wsp., 2012]. B¢ moze chymostatyna w sposob podobny do innych blokeréw
chymazy obnia poziom stresu oksydacyjnego, a taki efekt jesbstigalny w przypadku

stosowania enalaprilu.
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6.5.3. Terapia hipotensyjna chymostaty# jest bardziej skuteczna nz enalaprilem

Zarowno terapia enalaprilem, jak i chymostatyrowadzita do obaenia cénienia
tetniczego krwi (Tab. 6). Jednak tylko terapia chyrabsta, w przeciwiéastwie do terapii
enalaprilem, wiazata s¢ z normalizagj obu badanych odpowiedzi: zarowno MCA na ATP,

jak i GMA na podanie agonisty AT1R.

Ani podawanie enalaprilu, ani podawanie chymostatyny nie spowodowatzealai
cisnienia ttniczego krwi do wartosci wygiowych (Tab. 4, 5, S2, S3). Jednakze redukcja
wartosci SBP byla znaczna: d&rednio 15,9 mmHg dla enalaprilu i 17,8 mmHg
dla chymostatyny (dla najwgzych dawek obu lekéw; Tab. 6). ¥¥sz0s¢ lekow stosowanych
w terapii nadcinienia obnta SBP o ok. 10 mmHg, co prowadzi do zmniejszenigkgz
wystgpienia incydentdw sercowo-naczyniowych o jedna czavdimmitt i wsp., 2019],
stad takie obnienie wartosci SBP w efekcie podawania enalaprilu i chymostatyoma uzna
za sukces terapeutyczny. Stosowanie innych ACEi w zesgch modelach nadailienia
tetniczego takze nie prowadzito do catkowitego zniesienia padmngnego 6nienia krwi
tetniczej [Liang i Leenen, 2007].

Z danych literaturowych wiadomage hipotensyjne dziatanie enalaprilu jest podobne
zarbwno na diecie wysokosodowej, jak i niskosodowej [Chrysamsp., 2000]. Chocia
w diecie wysokosodowej ogoélnoustrojowy ukilad renina-angiotensyna jest hamowany
przez wysoka podasodu w diecie, dodatkowe blokowanie tego uktaduagmdem sumuje si
z efektem sodu. Hamag powstawanie Ang Il, ktéra dziala na kanaliki nevko
antydiuretycznie, enalapril ma dziatanie diuretyczne i natriuretyczne [Konop i wsp., 2018].
Stosowanie inhibitorow ACE u szczurdéw ze spontanicznaautrafrondw i z podwiszona
podaza sodu w diecie dziata protekcyjnie na nerke [Vegtevsp.,, 2012]. Poniewa ACE
rozktada takze bradykining, stosowanie enalapriluekgza naczyniorozszeraay potencjat
bradykininy [Daviei wsp., 1999].

Ani podawanie enalaprilu, ani chymostatyny nie wplgn na zwikszenie
biodostpnosci NO (Ryc. 18, 19)Zadna z tych terapii nie poprawita w istotny sposéb
odpowiedzi badanych naazyha L-NAME (Ryc. 18). Podawanie inhibitorow ACE iridie
ekspresj eNOS [Linzi wsp., 1999]. Z kolei podawanie inhibitorow chymazy prowadzi
do obnienia stresu oksydacyjnego [Maeadasp., 2012], co powinno przelgz si¢ na wzrost
biodostpnosci NO. B¢ moze czternastodniowy okres podawania enalaprilu i dsyatyny
jest za kroétki, by taka poprawa ngsta. Jednake zarowno w stzeniu metabolitow NO, jak i

odpowiedzi MCA na L-NAME (Ryc. 18C, D) wraz z reg@mymi dawkami enalaprilu
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i chymostatyny widoczny jest trend w kierunku wartosci zimiych do tych w grupie UNX-
NS. By moze zwekszenie liczebnosci zwiegg w badanych grupach i wydtuzenie
doswiadczenia wykazatoby nieznaczna popgawtych wskanikach.

Do poréwnania skutecznosci chymostatyny i enalaprilu w Zamu cinienia
tetniczego krwi wykorzystano wskaik IC50 (ang.half maximal inhibitory concentration).
Jest to wysokoséawki leku-inhibitora, przy ktérej agya s¢ potowe maksymalnego efektu.
Im nizsza wartos¢, tym wssza skutecznosdeku. Dawka IC50 dla odpowiedzi DBP
na podawanie blokerow RAS wyniosta 3,512 mg/kg dla enalaprilu oraz 0,930 mg/kg
dla chymostatyny (Ryc. 15).

Jedng z przewag chymostatyny nad enalaprilem mogtoldy dajprronne dziatanie
wzgledem glikokaliksu. Wykazanaze warstwa glikokaliksu potrafi siregenerowd nawet
w czasie okoto tygodnia. Jednakze nadal nie d&m®, od czego ten proces zale
oraz czy odtworzony glikokaliks ma zachowaorawidtowg budowe [Milusev i wsp., 2022].
Wiadomo,ze jednym z czynnikow uszkadzaeych glikokaliks § ROS [Lipowsky i Lescanic,
2013], produkowane w dyzh ilosciach przez Ang Il powstgla w tkance. U chomikéw
z cukrzy@ typu 1, podawane draggpokarmowy inhibitory chymazy TEI-E00548 i TEI-FO0806
obizyly poziom ekspresji NOX4 (jednej z oksydaz NADPEnniejszajc w ten sposob stres
oksydacyjny [Maeda wsp., 2012]. B¥ moze chymostatyna ma przewage nad enalaprilem,
ze jest w stanie efektywnie blokowdokalng produka} reaktywnych form tlenu, co dziata
ochronnie na glikokaliks. By moze czternastodniowa terapia chymostatyng nie jest
wystarczajco diuga, by doprowadzdo regeneracji glikokaliksu. Wiadomo takze,chymaza
prowadzi do zw¢kszenia przepuszczalnosci bariery jelito-krew, co odbywa mizez
uszkodzenie zczy scistych medzy komorkami [Groschwitz wsp., 2013]. B¥ moze
zastosowanie chymostatyny deogokarmowy prowadzi do poprawy szczelnosci tej bariery
i pozwala na regeneragjlikokaliksu uszkodzonego w wyniku diety HS. Abypgotwierdzg,

w przysztych badaniach nakoby okrgli¢ wptyw podawania enalaprilu i chymostatyny
na stzenie SDC-1 w osoczu i sprawdzak w stosowanym przez nas modelu vyggl sprawa
aktywacji limfocytow Th17 pod wptywem wysokiej pozasodu.

Z przeghdu dos¢pnego pimiennictwa na temat hipotensyjnego wptywu chymosiaty
wynika, ze nie zawsze przynosi ona podobnie korzystne efékgzczurow SHR w wieku
przednada@nieniowym (6 tyg.) oraz z ustalonym nadgeniem ¢tniczym (16 tyg.)
dwutygodniowe doylne podawanie chymostatyny nie obpo cisnienia ttniczego krwi
[Baranowska wsp., 2021]. B¢ moze efekt chymostatyny nagienie ttnicze zaleny jest od

drogi podawania i typu nadiiienia ttniczego.
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Przewlekte hamowanie ACE lizynoprilem zkszato ekspresji aktywnosé¢ chymazy
w sercu [Weii wsp., 2010]. Poza tym,podawanie gczne inhibitoréw chymazy i ACE daje
lepsze efekty nipodawanie wycznie inhibitorow ACE, co wykazano na poprawie cZydan
i struktury serca u gryzoni [Wewsp., 2010]. Terapia enalaprilem i terapia chymostatyieg
s3 wiec wzajemnie wykluczage, a moga dziatasynergistycznie.

Biorac pod uwage dodatkowy efekt podawania chymostatyny, jakiegasierwowano
w przypadku enalaprilu (normalizacja odpowiedzi na podanigzkwinaczyniokurczego)
oraz nizszg wartosé IC50 dla chymostatyny wnioskoévaozna,ze chymostatyna jest bardziej
skuteczna jakasrodek hipotensyjny u szczuréw z sodo-zalgn nadcdinieniem gtniczym
niz enalapril.

Nalezy jednak pamitac, ze ani chymostatyna, ani enalapril nie przyniosty raeqy
funkcji srodbtonka — przynajmniej w zadanych ramach czasowgckreprowadzonych
doswiadczé.
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7. Wnioski

1. Wysoka poda sodu w diecie wywotuje zmiang fenotypu obwodowych naczy
oporowych na pro-nadéaiieniowy.
2. Dieta wysokosodowa uposledza podstawowe wydzielanie Nd@onbtonka w zwazku

z uszkodzeniem glikokaliksu.

3. Tetnica srodkowa mozgu jest bardziej witava na uszkodzenie w sodo-zahym

nadcgnieniu etniczym ni tetnica obwodowa.

4. Dysfunkcja srodbtonka wywotana diet wysokosodow prowadzi do uruchomienia
aternatywnych $ciezek  odpowiedzi na naczyniorozszerga  substancje

srodbtonkozalene.

5. W rozwdj sodo-zalmego nadanienia ttniczego wiczone g lokalny i osoczowy uktad

renina-angiotensyna.

6. Chymostatyna jest skuteczniejsza @nalapril w obnianiu ciénienia krwi i odwracaniu
zaburzé regulacji obwodowych nacayoporowych wywotanych przewlektdiet
wysokosodow.
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