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Streszczenie

Rozwdj nadcis$nienia te¢tniczego zwigzany jest czesto ze wzrostem aktywnosci ukladu
renina-angiotensyna-aldosteron (RAAS) i zbyt duzg iloscig powstajacej w jego wyniku
angiotensyny II (Ang II). Ang II pelni istotng rolg w kontroli ci$nienia tgtniczego Krwi oraz
odpowiada za patologiczng przebudoweg serca i $cian naczyn krwionos$nych. Zwigkszona
synteza Ang II 1 wysokie jej stezenie w tkankach, nawet bez towarzyszacego jej nadci$nienia
moga prowadzi¢ do wtdrnego uszkodzenia naczyn krwionosnych, serca i nerek (ang. ,,end-
organ damage”).

Stosowane obecnie czynniki obnizajace aktywno$¢ RAAS i1 wplywajace ochronnie
na nerk¢ oraz inne narzady to przede wszystkim substancje bezposrednio hamujace
powstawanie i uwalnianie Ang II (inhibitory enzymu konwertujacego — ACE), antagonisci
receptorow AT angiotensyny oraz receptoroOw aldosteronu, a takze substancje blokujace
powstawanie reniny. Niestety blokada syntezy Ang II poprzez terapi¢ inhibitorami ACE
okazuje si¢ niekompletna lub obserwuje si¢ nastgpcza ,,ucieczke” spod stosowanego leczenia.

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

W zwigzku z najnowszymi doniesieniami o znacznym udziale chymazy w lokalnym
powstawaniu naczyniokurczacej Ang II podjeto probe zbadania jak zablokowanie
aktywnosci tego enzymu wplynie na cisnienie krwi te¢tniczej, hemodynamike¢ oraz
czynno$¢ wydalnicza nerek u szczurow ze spontanicznie rozwijajacym si¢ nadciSnieniem
0 podlozu genetycznym (SHR).

Jako inhibitora niezaleznych od ACE szlakow powstawania angiotensyny II

zastosowano innowacyjne, syntetyczne peptydy RIY (Arginina-lzoleucyna-Tyrozyna) oraz



VWIS (Walina-Tryptofan-lzoleucyna-Seryna), ktore pierwotnie zostaly wyizolowane z nasion
rzepaku. Wczesniejsze badania wybranych peptydéw wskazywaty na ich niewielkie
powinowactwo do blokowania ACE, a wykonane na potrzeby tego projektu badania in vitro
wykazaty ich zdolno§¢ do hamowania aktywnosci chymazy. Niski koszt 1 tatwo$¢ pozyskania
tych peptydoéw przemawia za podjeciem badan nad ich przydatnoscig w walce z nadci$nieniem,
a takze w profilaktyce choroby nadcisnieniowej. Dodatkowo zastosowano chymostatyne (CH),
jako komercyjnie dostgpnego blokera chymazy.

Wyselekcjonowane substancje: peptydy RIY i VWIS, CH oraz ich rozpuszczalniki, so6l
fizjologiczng (S) oraz 0.05% roztwor dimetylosulfotlenku (DMSO) w soli fizjologiczne;,
podawano dozylnie szczurom SHR. Postanowiono przebada¢ zaréowno wptyw zastosowanych
blokeréw na rozwoj nadci$nienia (badania na mtodych 6-tyg. szczurach) oraz sprawdzié¢
czy zablokowanie niezaleznego od ACE szlaku syntezy Ang II obnizy ci$nienie tgtnicze krwi
u szczurdéw z utrwalonym nadci$nieniem tetniczym (badania na dorostych 16-tyg osobnikach).
Dodatkowo peptydy RIY i VWIS oraz sol fizjologiczng podawano mtodym i dorostym
szczurom SHR droga dozoladkowa. Wszystkie badane zwiazki podawano raz dziennie przez
14 dni. Cis$nienie krwi tetniczej mierzono metoda telemetryczng; dobowe obserwacje
w klatkach metabolicznych potaczone ze zbiorka moczu, pomiarem spozycia paszy, wody oraz
wydalania kalu prowadzono raz w tygodniu. Po obserwacji parametréw metabolicznych
pobierano krew z ogona do oznaczen biochemicznych. Po dwdch tygodniach leczenia zwierzeta
usypiano i po przygotowaniu chirurgicznym mierzono parametry hemodynamiczne nerki oraz
jej czynno$¢ wydalnicza. Po zakonczeniu do§wiadczenia ostrego pobierano 1 utrwalano narzady
do dalszych analiz. Jednocze$nie prowadzono rownoleglta grupe dorostych szczuréw
SHR (16-tyg.), u ktorych w doswiadczeniu chronicznym badano hemodynamike nerki metoda
rezonansu magnetycznego (obrazowanie magnetyczne wyklucza uzycie sond telemetrycznych,
stad u tych szczuréw nie mierzono ci$nienia krwi).

W trakcie dwutygodniowego doswiadczenia w zadnej z grup nie zaobserwowano
odbiegajacych od normy oznak dotyczacych zdrowia zwierzat, tj. wygladu, stanu siersci,
aktywnosci, zachowan pielggnacyjnych czy socjalnych, nie zaobserwowano zadnego wptywu
zabiegdw chirurgicznych (implantacja sondy telemetrycznej, czy kaniul) oraz badanych
substancji na dojrzewanie, wzrost oraz kondycje fizyczng zwierzat.

Analiza wynikow otrzymanych u mlodych zwierzat po zablokowaniu chymazy
nie wskazuje na jej kluczowa rolg w rozwoju nadci$nienia. Chymostatyna i peptydowe

inhibitory chymazy mogly przyczynia¢ si¢ do pewnego zahamowania progresji choroby,



ale obserwowane efekty byty dos¢ subtelne. Dodatkowo analiza wynikéw byla utrudniona
ze wzgledu na silniejsze zmiany w grupach otrzymujacych roztwory kontrolne.

U szczurow dorostych najbardziej korzystne i wyrazne efekty sposrod wszystkich
badanych zwigzkéw wywolal peptyd RIY. Po podaniu dozylnym tego peptydu u dorostych
szczuré6w zaobserwowano istotne statystycznie obnizenie cisnienia krwi tetniczej (BP)
w poréownaniu do grupy otrzymujacej rozpuszczalnik; jednoczenie zaobserwowano u tych
zwierzat obnizenie czestosci skurczow serca oraz istotne (prawie 3-krotne) zwigkszenie
wydalania azotanéw i azotynéw, co moze wskazywaé¢ na poprawe czynnosci srodblonka
1 wzrost syntezy naczyniorozszerzajacego tlenku azotu. Zaobserwowano réwniez obnizenie
stezenia Ang Il w nerce (p<0,05) oraz wyrazny trend do obnizenia jej poziomu takze w osoczu
i w sercu, a takze silng tendencj¢ do poprawy ukrwienia kory nerki i obnizenia stopnia
uszkodzenia kigbuszkoéw (GSI, p=0,08). Doroste zwierzeta otrzymujace ten sam peptyd droga
dozotadkowa rowniez wykazywaty szereg korzystnych zmian, cho¢ jak wspomniano nie doszto
u nich do istotnego obnizenia ci$nienia krwi tetniczej. Po 14 dniach podawania zwigzku
obserwowano zwigkszenie perfuzji nerek/poprawe hemodynamiki nerek, ok. 50% wzrost GFR
oraz istotne obnizenie GSI. Wigkszo$¢ uzyskanych wynikow wskazuje, ze efekty uzyskane
po RIY zaleza od zmian hemodynamicznych w ukladzie krazenia i wydalania, natomiast
nie od wptywu na transport kanalikowy.

Opierajac si¢ na badaniach in vitro, przedstawionych w niniejszej dysertacji, ktore
wykazaly wlasciwosci blokujace peptydu RIY w stosunku do chymazy, a takze na danych
literaturowych wskazujacych na niewielkie powinowactwo do blokowania ACE
sugerujemy, ze korzystne efekty podawania RIY s3a nastepstwem, przynajmniej
czeSciowego blokowania obu kluczowych szlakow powstawania Ang I1.

Podobnych zmian nie obserwowano po drugim z badanych peptydow VWIS; przeciwnie
u zwierzat mlodych, zarbwno po podaniu dozylnym jak i dozoladkowym, prowadzit on
do wzrostu ci$nienia rozkurczowego, uposledzenia hemodynamiki nerek 1 wzrostu st¢zenia
Ang II w sercu (tylko po podaniu i.v.). Nie zmieniat tez wskaznika uszkodzenia klgbuszkow.
Z kolei u zwierzat dorostych po dozylnym podaniu VWIS obserwowano obnizenie GSI
i tendencje do poprawy ukrwienia kory nerki. Podanie dozotadkowe wywotato uposledzenie
hemodynamiki nerek i obnizenie GFR (pomiar w doswiadczeniach ostrych, w narkozie).

Wydaje si¢, ze brak zaktadanej (i1 zblizonej do RIY) skutecznosci pochodzacego
z nasion rzepaku peptydu VWIS wynika z jego rozpadu w ukladzie pokarmowym
1 krwiono$nym do fragmentow, z ktérych VW jest co prawda stabym blokerem ACE (dane

literaturowe), ale nie posiada takich wiasciwo$ci wobec chymazy (pokazane w dysertacji



badania in vitro). W zwigzku z powyzszym blokowanie tylko jednego ze szlakow, moze
w uktadzie przewleklym prowadzi¢ do uruchomienia alternatywnego szlaku konwersji
angiotensyny, tj. chymazy. Co wigcej, w zatozonej przez nas hipotezie to wlasnie tkankowe
powstawanie Ang Il w warunkach patologicznych ma kluczowe znaczenie dla uszkodzenia
narzadow 1 dalszej progresji nadcisnienia.

Analiza zebranych wynikow ukazala odmienny obraz zmian spowodowany
podawaniem chymostatyny u zwierzat dorostych. Niestety w przypadku tej grupy szczuréw
btad metodyczny (brak pomiaréw w stosownym okresie doswiadczenia) oraz stosunkowo duze
zmiany w BP po podaniu obu rozpuszczalnikow (DMSO oraz soli fizjologicznej), znacznie
skomplikowaly interpretacj¢ wynikdéw oraz utrudnily porownania mi¢dzy grupami. Jednakze
mozna przypuszczaé, ze ten komercyjnie dostepny inhibitor chymazy podany dozylnie
nie obnizyl ci$nienia krwi u dorostych szczurow.

Dodatkowo zaobserwowano niekorzystne zmiany w mierzonych parametrach
hemodynamicznych, zar6wno podczas do§wiadczen ostrych (nizszy przeptyw przez rdzen
wewngetrzny nerki w poréwnaniu do grupy otrzymujacej DMSO), jak i metodg obrazowania
W rezonansie magnetycznym (istotne obnizenie przepltywu korowego w stosunku do dnia 0 oraz
w porownaniu do grupy otrzymujacej DMSO w dniu 14). Jednocze$nie po podaniu
chymostatyny zanotowano najnizszg warto$¢ GFR (w poréwnaniu do obu zastosowanych
rozpuszczalnikow). Kolejnym zjawiskiem zastugujagcym na szczegdlng uwage jest poziom
angiotensyny II mierzony w pobranych tkankach. Po dozylnym podaniu chymostatyny
u dorostych szczurow zaobserwowano najwyzsze stezenia Ang Il w nerce, sercu oraz osoczu
w porownaniu do pozostatych grup. Podsumowujac wydaje si¢, ze zablokowanie chymazy
w grupie szczurOw dorostych prowadzi do pobudzenia osoczowego ukladu RAAS

i wytwarzania Ang II droga zalezna od ACE.

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

w przyszlosSci.



