Udziat zmian naczyniowych w rozwoju sodo-zalenego nadcénienia
tetniczego. Poréwnanie skuteczriei inhibitorow lokalnego i osoczowego

uktadu renina-angiotensyna w leczeniu tego typu namknienia
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Streszczenie

Dieta wysokosodowa jest jednym z istotnych czynwikgzyka rozwoju choréb uktadu
sercowo-naczyniowego, w tym naldenia ttniczego, zaburze kognitywnych i udaru
mozgu. Mechanizm fgcy u podiga wzrostu cinienia ttniczego pod wptywem wysokiego
spazycia sodu nie jest do kca poznany. Wiadomaoze dieta wysokosodowa prowadzi
do wzrostu cinienia ttniczego w przypadku dysfunkcji nerek lub w przykadsodo-
wrazliwosci, zjawiska obserwowanego u 30% populacjsweecie. Przez dtugi czas umano,
ze sodowraliwo$¢ zwigzana jest z zaburzeniem funkcji nerki, oraz z nadmiaktywacp
osoczowego uktadu renina-angiotensyna-aldosterolAAS}. Kluczowym enzymem
aktywugcym ten uklad jest renina — enzym proteolitycznytwarzany w aparacie
przykiebuszkowym nerki — katalizggy przeksztalcenie angiotensynogenu osoczowego
w angiotensya |, ktéra pod wptywem enzymu konweroggo (ACE) ulega przemianie
w angiotensya Il (Ang Il). Angiotensyna |l za pwednictwem receptorow btonowych AT1R
wywiera w organizmie wiele dziataprowadacych do wzrostu énienia ttniczego krwi.
Jednym z nich jest silne dziatanie kuycz mesnie gtadkie nacaykrwionosnych, prowadzce
do wzrostu catkowitego oporu obwodowego. Wyniki &addoswiadczalnych ostatnich
dzieskcioleci nad wptywem diety wysokosodowej na uktagizknia zwrdcity uwag badaczy
na naczyniowy ukiad renina-angiotensyna (RAS). Jesjeden z ukfadow tkankowych,
w ktorym Ang | jest przeksztalcana w Ang 1l loki@lnpod wptywem proteaz serynowych
takich jak chymaza i elastaza-2, blokowanych chyatgsy. Koncepcja aktywacji RAS pod
wptywem diety wysokosodowej spowodowata przestiei punktu aizkosci bada nad
przyczynami sodo-zal@eego nadaénienia ttniczego w kierunku uktadu naczyniowego.
Badanie zmian naczyniowych w konfele przyczyn sodo-zateego nadaénienia ttniczego
stato s¢ jeszcze bardziej zasadne, kiedy wykazamopodwyszenie sizenia jondw sodu
w srodowisku  zewstrzkomorkowym powoduje zmniejszenie whigosci komorek
srodbtonka na odksztatcenie mechaniczne (sztywnigagbtonka) i zmniejszenie wydzielania
tlenku azotu (NO) w odpowiedzi na napenie scinagce. Konsekwengj takich zmian

w obwodowych oporowych naczyniach krwigngch jest wzrost catkowitego oporu
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obwodowego (TPR) i zwkszenie cinienia ttniczego krwi. Natomiast, w naczyniachykenia
mdbzgowego, zmniejszenie wydzielania NO ghkgza ryzyko wysipienia zaburze
poznawczych, powstania zatorow westvenaczyniowych i mge prowadz do udaru moézgu.

Na podstawie badain vitro postuluje sj, ze u podstaw zmian czynémowych
obserwowanych w naczyniach krwigmgch pod wptywem zwkszonego stzenia jonow sodu
lezy uszkodzenie warstwy glikokaliksu, pokrywegj sSrodbtonek od strony witrza naczynia.
Glikokaliks zapobiega nie tylko adhezji elementdmiorkowych krwi dgciany naczyniowej,
ale stanowi rownie bufor dla jonéw sodu (nxe wigzat je w swojej strukturze) i jest
czujnikiem napgcia scinania, od ktorego zatg toniczne wydzielanie tlenku azotu
zesrodbtonka naczyniowego.

Mechanizm niekorzystnego dziatania diety wysokoseglona regulagj napkcia
sciany naczy krwionosnych nie zostat w petni poznany. Badania wptywuminej poday
sodu i sodo-zalmego nadanienia ttniczego na regulagjoporu naczy krwionasnych
sa fragmentaryczne, a wnioski dotyce tego zagadnieniag sczsto wyprowadzane
na podstawie wynikow uzyskanych z badsa hodowlach komérek wchogtzch w skiad
sciany naczy krwionasnych. Nie wiadomo, w jakim stopniu zmiany powsta w naczyniach
oporowych w przebiegu sodo-zatego nadsnienia ttniczego § uwarunkowane zwkszorny
podaa sodu w diecie, a w jakim samym naghteniem. Nie wiadomo rownie czy, i w jakim
stopniu, naczyniowy uktad renina-angiotensyna leierdziat w powstawaniu lub utrzymaniu
sodo-zalenego nadenienia ttniczego. Zbadanie tego ostatniego zagadnienia jeysia
szczegoOlnie istotne z punktu widzenia pewnych m@oldw zwizanych z leczeniem
nadcinienia ttniczego za pomagdnhibitorow ACE. Diugotrwate leczenie za pomdekow z
tej grupy traci skuteczié u okoto 15% pacjentdw. Zjawisko to nosi nazvucieczki
angiotensyny” (angangiotensin escape) i charakteryzuje si postpujacym zwikszaniem
osoczowego stenia Ang Il mimo kontynuacji leczenia. W z&ku z tym, ze wszech miar
zasadne wydaje gsposzukiwanie lekdw hamagych powstawanie angiotensyny Il w sposéb
niezaleny od inhibitoréw ACE.

Osobnym, take bardzo wanym zagadnieniem, jest wptyw nadmiernegozspe@ sodu
— istotnego czynnika ryzyka udaru mézgu — na rexggiliaapecia ttnicy srodkowej mozgu.
Jest to naczynie krwiodpe, ktorego niedtnosé jest najczstsz przyczyry udaru
niedokrwiennego, a zaburzenia regulacji mpgowadzt do deficytow poznawczych. Wptyw
diety wysokosodowej i sodo-zaleego nadénienia ttniczego na mechanizmy regulacji

napkcia tej ttnicy nie byt systematycznie badany.
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W zwiazku z powyszymcelem pracy byto sprawdzenie nagpujacych hipotez

1. Dlugotrwale stosowana dieta wysokosodowa wywoluj@iany czynnéciowe:
i. w obwodowych naczyniach krwiofroych typu oporowego, mgge istotny wptyw
na rozwoj sodo-zammego nadenienia ttniczego; ii. w ¢tnicy srodkowej mozgu,
prowadac do zaburzenigrodbtonkozalenej regulacji kgzenia moézgowego;

2. Dilugotrwale stosowana dieta wysokosodowa wptywekarigystnie na mikrobigt
jelitowa, prowadzac do nadmiernej produkcji trimetyloaminy (TMA) ijjetlenowanej
pochodnej TMAO;

3. Rozwoj sodo-zatenego nadéhienia ttniczego jest zvazany zarowno z pobudzeniem
osoczowego, jak i lokalnego uktadu renina-angioteas

4. Inhibitory chymazy & skuteczniejsze w leczeniu sodo-zalego nadgénienia

tetniczego nik inhibitory osoczowego enzymu konweHtggo angiotensyn

Badania byly finansowane z programu MMRC-KNOW/KNQO@B: ,Udziat zmian
naczyniowych w rozwoju sodo-zaleego nadsénienia ttniczego”. Na przeprowadzenie bada
otrzymano zgo¢l IV Lokalnej Komisji Etycznej ds. Badana Zwierztach Dawiadczalnych
(zezwolenia nr: 05/2014, WAW2/076/2018, WAW?2/079/8D Przeprowadzono je na
139 etnicachsrodkowych moézgu i 13&tnicach zaopatrggych mesien smukty, izolowanych
z samcow szczurébw szczepu Sprague-Dawley (SD) denmata okoto 300g. Szczury
utrzymywane byty przez 28 dni w otwartych klatkaclolnym dosgpem do pokarmu i wody.
Pokarm stanowita karma granulowana o standardoM@) (ub zwekszonej (HS) zawartgi
sodu. Ogotemayto 140 zwierat.

Utworzono nasfpujace grupy deéwiadczalne: 1. SD z pozorowamefrektoms
na diecie NS (SHAM-NS) — grupa kontrolna 1; 2. 5pozorowan nefrektoma na diecie HS
(SHAM-HS); 3. SD z jednostrommefrektomi na diecie NS (UNX-NS) — grupa kontrolna 2;
4. SD z jednostrorn nefrektomy na diecie HS (UNX-HS) — model sodo-zalego
nadcgnienia ttniczego; 5. UNX-HS otrzymage enalapril (UNX-HS+Enal), 6. UNX-HS
otrzymupce chymostatyy(UNX-HS+Chym).

Jednostron operact nefrektomii (pozorowanej nefrektomii w grupie sagav
SHAM) wykonywano w sterylnych warunkach w znieczule(ketamina 50 mg/kg i ksylazyna
7,5 mg/kg, i.p.). Okolice miejsca nacia byly golone i dezynfekowane. Otwierano gam
brzuszm przez nagicie boczne, a otaczme tkanki oddzielano, aby odstoninerke.
Po oddzieleniu i podwraniu gczka naczyniowego i moczowodu, nerksuwano. Operagj

pozorowanej nefrektomii przeprowadzano w ten sarmos@p, ale bez podedywania
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i usuwania nerki. Po zabiegu/zabiegu pozorowanyma zazywano. W celu ztagodzenia bélu
pooperacyjnego, stosowano Metacam (0,2 mg/kg,. Zav)erzta umieszczano ponownie
w Kklatkach bytowych i obserwowano do czasu petnegoudzenia z narkozy.

Podczas trwania diety raz w tygodniu prowadzono iponcisnienia ttniczego kKrwi
metod, nieinwazyjra (system IITC Life Sciences Blood Pressure, Woadllidills, 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 mieszanin O2/N2O (30%/70%) zawieraga
5% izofluranu. Po sprawdzenitg zwierz nie cofa tapy w odpowiedzi na ucisk, wykonywano
dekapitagg za pomog specjalnie do tego celu przeznaczonej gilotynyeddan krew
wyptywajaca z naczyi szyjnych pobierano do probowek i wirowano, zebraswcze
zamraano w temperaturze -80C. Mdzg wyjmowano w czasie krotszymznB min
od dekapitacji i umieszczano w jalowym roztworz8%,NaCl o temperaturze 4 °C. W tym
samym czasie pobierano odpowiednie wycink¢smia smuktego, umieszczano je w takim
samym roztworze jak mozg. Neghie izolowano po jednegthicy kazdego rodzaju —tnice
zaopatrujca miesien smukty (GMA) i etnice srodkowg mézgu (MCA) — i umieszczano je
w komorach arteriografu, wypetnionych roztworem &igjologicznej buforowanej kwasem 3-
(N-morpholino)-propanesulfonowym (MOPS-PSS) z dbiéan 1% dializowanej albuminy
wotowej, w ktorych prowadzono badania czyseiowe. Pozostatetnice mrazono w suchym
lodzie i przechowywano w temperaturze °80

Po przeniesieniu do komory arteriografu, naczyraaillowano za pomacszklanej
kapilary i perfundowano (MOPS-PSS). Perfuzja oddgwak pod statym dinieniem
hydrostatycznym, uzyskanym dki umieszczeniu zbiornika zawiegapgo bufor do perfuzji
odpowiednio wyej niz zbiornik, do ktorego odptywa bufor z perfundowam@gczynia. Ptyn
na zewntrz naczynia (MOPS-PSS), o temperaturze 37 °C i7gHwymieniano w tempie
20 ml/min przy ayciu pompy perystaltycznej. Naczynie obserwowanpygsomocy toru
wizyjnego ziaonego z kamery i monitora telewizyjnegSrednie naczynia mierzono
bezpdrednio na ekranie monitora. Podczas fazy stabifjpa¢ wynosacej 60 minut naczynie
nabierato nagicia miogennego.

Badano odpowiedzi GMA i MCA na podanie: i) subsfamaczyniokurczcych:
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 10'°M, 10° M, 5 x 10° M, 108 M); ii) substancji o zatenym odsrédbtonka
dziataniu naczyniorozszeraaym: acetylocholiny (ACh, 1®&M 108 M, 5 x 108 M, 107 M,
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5 x 10’ M) w przypadku GMA i adenozyno-frifosforanu (ATP 1 M, 5 x 108 M, 107 M,

5 x 10" M, 10°% M) w przypadku MCA,; iii) inhibitora syntazy tlenkazotu — ester metylowy-
nitro-L-argininy (L-NAME, 10° M) w celu zbadania udzialu NO w utrzymaniu raji
podstawowego badanych naazyWTP podawano do wewtirz naczynia, pozostate zywii
podawano zewgirznaczyniowo.Srednica GMA i MCA byta mierzona po 5 (ATgy, 15
(ACh, ATP, ET-1) lub 30 minutach (L-NAME) po podarthadanej substancji.

W dalszych déwiadczeniach, pobierano GMA i MCA od zwietz sodo-zalenym
nadcgnieniem UNX-HS, ktorym przez 14 dni podawano suligta hipotensyjne — enalapril
lub chymostatye. Na tych naczyniach badano zwki testowe, w przypadku ktérych
obserwowano nieprawidtayweakcg w grupie nieleczonych UNX-HS; tak @ powtdrzono
badanie dawka - odpowigcha podanie: ATonw przypadku GMA, ATP w przypadku MCA
oraz odpowied na podanie L-NAME w przypadku obu naazy

Schemat podawania substancji hipotensyjnych sdadl nastpujaco — u szczurow
z nefrektoma na diecie HS po 2 tygodniach diety podawano p2dealejne tygodnie w wodzie
do picia enalapril w dawkach 5, 10, 20, 40 mg/kaipgy UNX-HS+Enal) lub chymostatgn
w dawkach 1, 2, 4, 6 mg/kg (grupy UNX-HS+Chym).

Ponadto, raz w tygodniu przez caly czas trwanigwdmczenia w klatkach
metabolicznych (Tecniplast Gazzada, Buguggiote,dd wykonywano pomiary natriurezy,
dobowej diurezy i dobowego speia wody. S¢zenie jonOw sodu w 0SOCzu 0znhaczano przy
uzyciu fotometru ptomieniowego (PFP7/C, Jenway Ltbn®, Wielka Brytania).

W probkach osocza pobranych po 28 dniach, narzalemie déwiadczenia, oznaczano
poziom angiotensyny Il, syndekanu-1, TMA i TMAO bpraDMA.

Do analizy statystycznej danych stosowano testgezimnikowej analizy warianciji
(ANOVA) i test wielokrotnych porownaTukey’a (porownania mdzygrupowe) lub test t-
Studenta. Prawdopodoligtwo nie przekraczge wartdci p < 0,05 uznawano za istotne
statystycznie.

Uzyskano nasgpujace wyniki:

1. U zwierat z wysok podaa sodu w diecie nie obserwowano zmiagzshia jonow
sodu w osoczu. Pomimo to, odpowieda podanie L-NAME byta zmniejszona
zarowno w przypadku GMA, jak i MCA, co wskazujedasfunkcg srodbtonka.

2. Dieta wysokosodowa prowadzita do zkszenia odpowiedzetnicy zaopatrujcej
migsien smukty na substancje naczyniokwoz - agonist AT1R oraz endotelig
1, przy czym odpowied GMA na podaniesrodbtonkozalenej ACh nie ulegta

Zmianie.
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. Dieta wysokosodowa nie wywotata zmian w odpowieNKCA ani na podanie
substancji naczyniokurgezych — agonisty AT1R oraz endoteliny-1 ani subgtanc
naczyniorozszerzagej —srédbtonkozalenego ATP.

. U zwierat z wysoly podag sodu w diecie w osoczu krwi obserwowano
zmniejszenie gkenia azotyndéw i endogennego inhibitora syntaz NAGDMA
oraz zwekszenie wskanika uszkodzenia glikokaliksu — syndekanu-1.

. Wysoka poda sodu w diecie spowodowata wyra tendengi do zwkkszenia
stezenia toksycznych metabolitéw bakterii jelitowych AM TMAO w osoczu.

. U zwierat z sodo-zalenym naddnieniem ¢tniczym UNX-HS zaobserwowano
zwiekszenie wraliwosci GMA na naczyniokurciea endotelig-1, w porownaniu

z wrazliwoscia GMA w grupie SHAM-HS na diecie wysokosodowej
bez nadcinienia.

. U zwierat z sodo-zalenym naddinieniem ¢tniczym UNX-HS obserwowano
znaczne zmniejszenie  wtavosci MCA na  podanie  substancji
naczyniorozszerzagej i srodbtonkozalenej jaky jest ATP.

. Chymostatyna byta bardziej skuteczna w abniu cgnienia ttniczego krwi
niz enalapril.

. Chymostatyna, w przeciwistwie do enalaprilu, normalizowata zates¢ dawka-
odpowied dla agonisty receptora AT1.

10.Zadna z badanych substancji o dziataniu hipotensyjnie poprawita odpowiedzi

na podanie L-NAME.

Podsumowupc, przedstawione w niniejszej rozprawie wyniki badeskazug,

ze podwyszona podasodu w diecie, nawet §i nie towarzyszy jej wzrost gtenia jonéw

sodu w osoczu i nadgiienie, prowadzi do dysfunkcfirodbtonka. Dysfunkcjardédbtonka

dotyka zaréwno obwodowe, jak i mézgowe naczyniaroywe. Ponadto, dieta wysokosodowa

nasila odpowie#l na substancje naczyniokugce w obwodowych, ale nie moézgowych

naczyniach oporowych. W rozwoju sodo-zalego nadaénienia ttniczego biog udziat

zarowno osoczowy jak i tkankowy uktad renina—argjsiyna, jednale blokowanie ukfadu

tkankowego wydaje si by¢ bardziej skuteczne w obmniu  cénienia ttniczego

niz blokowanie uktadu osoczowego.
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Summary

A high-sodium diet is one of the important riskttas for developing cardiovascular
diseases, including high blood pressure, cognitieficits and stroke. The mechanisms
underlying the increase in blood pressure duegb sodium intake is not well understood. It is
known that a high-sodium diet leads to an incraadelood pressure in the case of kidney
dysfunction or sodium sensitivity, a phenomenoneoled in 30% of the world's population.
For a long time, it was believed that sodium sensjtis associated with renal dysfunction and
excessive activation of the plasma renin-angioteakiosterone (RAAS) system. The key
enzyme activating this system is renin — a protéolgnzyme produced in the renal
juxtaglomerular apparatus — catalyzing the conwersof plasma angiotensinogen into
angiotensin I, which is further metabolized byloé tonverting enzyme (ACE) to angiotensin
Il (Ang II). Angiotensin Il, acting at the AT1R mdirane receptors, exerts many actions
leading to an increase in blood pressure. Onesaohtis the strong contracting effect of vascular
smooth muscles, leading to an increase in totaplperal resistance and thus promoting
hypertension. The results of experimental studieh® last decades on the effect of a high-
sodium diet on the circulatory system have dravenatiention of researchers to the vascular
system of renin-angiotensin (RAS). This is onehef tissue systems where Ang | is converted
to ANG Il locally with a help of serine proteasegls as chymase and elastase-2, which are
blocked by chymostatin.

The concept of RAS activation in response to a-sigthum diet has shifted the focus
of research on the etiology of sodium-dependenéttgpsion towards the vascular system. The
study of vascular changes in the context of sodil@pmendent hypertension became even more
relevant when it was shown that an increase inctrecentration of sodium ions in the
extracellular environment reduces the sensitivilgraothelial cells to mechanical deformation
(endothelial stiffening) and reduces the secretbmitric oxide (NO) in response to shear
stress, the disturbance known as endothelial dggfum The consequence of such changes in
peripheral resistance vessels is an increase iculasresistance and an increase in blood
pressure. In the cerebral circulation endothelafahction increases the risk of dementia and
intravascular emboli, which may result in stroke.

The effect of a high-sodium diet on the regulatafrvascular wall tone is not fully
understood. Based on vitro studies, it is postulated that the functional gemobserved in
blood vessels exposed to increased concentrati@odiim ions are due to damage to the
glycocalyx of the endothelium. Glycocalyx, liningpbd vessels from the inside, prevents not
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only the adhesion of blood cells to the vasculdt,wat also acts as a buffer for sodium ions
(it can bind them in its structure) and is a skstagss sensor, required for the flow-dependent
basal production of NO.

Studies on the effect of a high-sodium diet andwuedependent hypertension on the
regulation of resistance blood vessel are fragnmgnéad conclusions are often derived from
ex vivo studies on cell cultures of cells that are coustits of the vessel wall. It is not known
to what extent the changes occurring in the reststaessels in the course of sodium-dependent
hypertension are conditioned by the increased sugfdodium in the diet, and to what extent
by hypertension itself. It is also unknown whethed to what extent the renin-angiotensin
vascular system is involved in the development aintenance of sodium-dependent
hypertension. Examination of the latter issue setene particularly important from the point
of view of some problems associated with the treatnof human hypertension with ACE
inhibitors. Long-term treatment with drugs fromstigiroup loses effectiveness in about 15% of
patients. This phenomenon is called ‘angiotensiaps and is characterized by a progressive
increase in plasma Ang Il levels despite continmedtment. Therefore, it seems reasonable to
search for drugs that inhibit the formation of angnsin Il independent of ACE inhibitors.

A separate and very important issue is also thecetif excessive sodium intake — an
important risk factor for stroke — on the regulataf the tone of the middle cerebral artery. The
occlusion of this vessel occurs in the majoritycakes of ischemic stroke in humans. The
influence of a high-sodium diet and sodium-dependgpertension on the mechanisms
regulating the tone of this artery has not beetesyatically investigated.

Thus theaim of this project was to testthe following hypotheses

1. A long-term high-sodium diet causes functional e i. in peripheral resistance
blood vessels, which have a significant impact@development of sodium-dependent
arterial hypertension; ii. in the middle cerebeatery, leading to impairment of
endothelium-dependent regulation of cerebral cattomh;

2. Long-term high-sodium diet adversely affects theestinal microbiota, leading to
excessive production of trimethylamine (TMA) amsldikidized derivative TMAO;

3. The development of sodium-dependent hypertensiasssciated with the activation of
both plasma and local renin-angiotensin system;

4. Chymase inhibitors are more effective than ACEDbitbrs as hypotensive therapy in
sodium-dependent hypertension.

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

participation of vascular changes in the develogmésodium-dependent hypertension”. The
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study was approved by the IV Local Ethical Comneiti@r Research on Experimental Animals
(approvals No. 05/2014, WAW?2/076/2018, WAW?2/075/2D1They were carried out on
139 middle cerebral arteries and 137 gracilis nauscteries, isolated from male Sprague-
Dawley (SD) rats weighing about 300 g. The ratsewapt for 28 days in open cages with free
access to chow pellets and water. Chow pelletsagwed either a standard (NS) or increased
(HS) sodium content. In total, 140 animals wereduse

The following experimental groups were createdS.with sham nephrectomy on NS
diet (SHAM-NS) — control group 1; 2. SD with shaephrectomy on HS diet (SHAM-HS);
3. SD with unilateral nephrectomy on NS diet (UNXN- control group 2; 4. SD with
unilateral nephrectomy on HS diet (UNX-HS) — sodidependent hypertension model,
5. UNX-HS receiving enalapril (UNX-HS+Enal); 6. UNKS receiving chymostatin (UNX-
HS+Chym).

Unilateral nephrectomy (sham nephrectomy in a g@iupHAM rats) was performed
in sterile conditions under anesthesia (ketaminengtkg and xylazine 7.5 mg/kg, i.p.). The
incision area was shaved and disinfected. The abm@dbmavity was opened through a lateral
incision and the surrounding tissues were sepatategpose the kidney. After separation and
ligation of the vascular bundle and ureter, thenkidwas removed. Sham nephrectomy was
performed in the same manner, but without ligataomd removal of the kidney. After
surgery/sham surgery, the wound was sutured. Metg02 mg/kg, s.c.) was used to relieve
postoperative pain.

During the diet, blood pressure was measured omeae# using a non-invasive method
(ITC Life Sciences Blood Pressure system, WoodlHliits, CA, USA). At the same time
points, concentration of plasma sodium ions wasrdehed in the plasma of blood taken from
the caudal artery (PFP7/C photometer, Jenway ltthes UK).

In addition, in a separate group of rats, natrigtedaily diuresis and daily water
consumption were measured once a week, througlheuexperiment, in metabolic cages
(Tecniplast Gazzada, Buguggiote, Italy).

In order to collect blood for biochemical assayd atood vessels foex vivo studies,
the animal was anesthetized with an O2/N20 mix{8086/70%) containing 5% isoflurane.
After checking that the animal did not withdraw aw in response to pressure, decapitation
was performed using a specially designed guillotileed blood from the jugular vessels was
collected into test tubes and centrifuged, theectdld plasma was frozen at -80 °C. The brain
was removed less than 3 minutes after decapitationplaced in a sterile 0.9% NaCl solution

at 4 °C. At the same time, appropriate sectiorte@fracilis muscle were taken and placed in
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a separate petri dish filled with a sterile 0.9%Na& hen, one artery of each type was isolated
— an artery supplying the gracilis muscle and thieldie cerebral artery, and placed
in arteriograph chambers filled with 3-(N-morphaljrpropanesulfonic acid buffered saline
(MOPS-PSS) solution with the addition of 1% diatydmvine albumin, in which functional
tests were performed. The remaining arteries wemeh in dry ice and stored at -&D.

After transfer to the arteriograph chamber, thesekesvas cannulated with a glass
capillary, and perfused with MOPS-PSS. Perfusiark tplace under constant hydrostatic
pressure, obtained by placing the reservoir comtgithe perfusion buffer appropriately higher
than the reservoir into which the buffer from tregfpsed vessel drains. The fluid outside the
vessel (MOPS-PSS), 37 °C, pH 7.4, was exchangadate of 20 ml/min using a peristaltic
pump. The vessel was observed using a video trackisting of a camera and a television
monitor. The diameter of the vessel was measunmetttti on the monitor screen. During the
stabilization phase of 60 minutes, the vessel aedunyogenic tension.

GMA and MCA responses to the administration ofzagoconstrictors: AT1 receptor
agonist (AT1Rgon 5 x 10'°M, 10° M, 5 x 10° M, 108 M) and endothelin-1 (ET-1, 8 M,
5x101° M, 10-9 M, 5 x 16 M, 10® M); (ii) endothelium-dependent vasodilators:
acetylcholine (ACh, 1®M, 108 M, 5 x 10® M, 10" M, 5 x 10’ M) for GMA and adenosine
5'-triphosphate (ATP, 1®M, 5 x 108 M, 107 M, 5 x 10’ M, 10° M) for MCA\; iii) nitric oxide
synthase inhibitor - methyl-nitro-L-arginine es(e¥kNAME, 10° M) in order to test the share
of NO in maintaining the basic tension of the tdstessels were studied. ATP was administered
intravascularly, the remaining compounds were aditg@red extravascularly. GMA and MCA
diameters were measured 5 (A3, 15 (ACh, ATP, ET-1) or 30 minutes (L-NAME) after
administration of the compound.

In the next experiments, GMA and MCA were isolatexin animals with sodium-
dependent hypertension UNX-HS, treated for 14 adfs hypotensive substances — enalapril
or chymostatin. In these series only test compowmeiee studied for which the impaired
responses was observed in previous experimenteitUNX-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 felleim UNX-HS rats, after 2 weeks
of HS diet, enalapril ( 5, 10, 20 or 40 mg/kg, UNMS+Enal groups) or chymostatin (1, 2, 4 or
6 mg/kg, UNX-HS+Chym groups) were administeped os.

Plasma samples collected upon the completion oéxperiment i.e. on the ?&ay,

were assayed for angiotensin Il, syndecan-1, TMABWAO, and ADMA.
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For the statistical analysis of the data, the oag-analysis of variance (ANOVA) test
and Tukey's multiple comparisons test (intergroomgarisons) or Student's t-test were used.
Probability not exceeding p < 0.05 was considetatissically significant.

The following results were obtained

1. In animals fed high sodium diet, there were no gearin the concentration of sodium
ions in the blood plasma. Despite this, the respdnsL-NAME was significantly
decreased in both GMA and MCA, demonstrating dystfional endothelium;

2. High sodium diet led to an increased constrictibrthe GMA in response to AT1R
agonist and endothelin-1, without affecting the odhlatory response of this artery
to the endothelium-dependent ACh;

3. High-sodium diet did not affect the MCA response Yasoconstrictors and
to endothelium-dependent dilator ATP;

4. High sodium diet lead to a decrease in nitrite ABMMA, and to increase in syndecan-
1 concentration in blood plasma;

5. Rats on high sodium diet demonstrated a tendencgntancreased blood plasma
concentration of TMA and TMAO;

6. In animals with sodium-dependent hypertension,raneased response of the GMA
to vasoconstrictors was exaggerated in comparistintihe response observed in rats
on high sodium diet;

7. In animals with sodium-dependent hypertension, teldn MCA response
to endothelium-dependent dilator ATP was observed,;

8. Chymostatin was more effective in lowering bloodgsure than enalapril;

9. Chymostatin, unlike enalapril, normalized the dossponse relation for the AT1
receptor agonist;

10.None of the tested antihypertensive substancesowedrthe response to L-NAME
administration.

Concluding, the obtained results indicate that high sodiuet,deven if it is not
accompanied by an increase in plasma sodium ionseatration and hypertension, leads to
endothelial dysfunction demonstrated both in pexiph and cerebral resistance arteries.
Moreover, a high sodium diet enhances the respngasoconstrictors of peripheral but not
cerebral resistance arteries. Both plasma angetisnin-angiotensin systems are involved in
the development of sodium-dependent hypertensiometer, blocking the tissue system

seems to be more effective in lowering blood pressghan blocking the blood plasma RAS.
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