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Nadciśnienie jest przyczyną wielu chorób układu krążenia, takich jak udar czy zawał serca, prowadzących w wysokim procencie przypadków do śmierci pacjentów - szczególnie 
w społeczeństwach wysokorozwiniętych. Z uwagi na duże rozpowszechnienie nadciśnienia jest to choroba o charakterze społecznym, dająca niejednoznaczne objawy kliniczne.

Wiadomo, że podwyższony poziom naczyniokurczącej angiotensyny II (Ang II) jest często przyczyną nadciśnienia a blokowanie enzymu konwertującego (ACE), odpowiedzialnego za powstawanie tego hormonu jest powszechnie stosowane w terapii nadciśnienia. Niestety często taka blokada syntezy Ang II okazuje się niekompletna lub obserwuje się tzw. „ucieczkę” spod stosowanego leczenia, co sugeruje istnienie alternatywnych do ACE szlaków syntezy Ang II.

Obecnie wiadomo, że w wielu tkankach istnieje kompletna „maszyneria” biochemiczna umożliwiająca lokalną produkcję Ang II, nawet pod nieobecność ACE. Enzymy wrażliwe na chymostatynę (chymaza i/lub elastaza-2) okazują się bardzo ważnym elementem odpowiedzialnym za lokalną syntezę Ang II niezależnie od ACE, 
a ich rola wzrasta dopiero w takich patologicznych stanach jak niedokrwienie czy stres oksydacyjny, które towarzyszą rozwijającemu się nadciśnieniu. Z tego względu enzymy te stają się potencjalnym miejscem uchwytu dla poszukiwań nowych strategii w terapii nadciśnienia.

Celem pracy było połączenie precyzyjnych technik pomiarowych parametrów fizjologicznych z oznaczeniem parametrów biochemicznych (poziom Ang II w tkankach 
i osoczu), co umożliwiło szersze spojrzenie na rolę chymazy i innych enzymów wrażliwych na chymostatynę w rozwoju nadciśnienia tętniczego w różnych modelach nadciśnienia 
u szczura. Po raz pierwszy określono także in vivo udział tych enzymów w powstawaniu Ang II w tkankach oraz w osoczu. Dodatkowo, sprawdzenie in vivo efektów jednoczesnego blokowania ogólnoustrojowego układu renina-angiotensyna-aldosteron (RAAS) oraz tkankowych układów lokalnych na ciśnienie tętnicze krwi i funkcję nerek w szczurzym modelu nadciśnienia o podłożu genetycznym (SHR) pozwoliło na określenie udziału enzymów wrażliwych na chymostatynę w syntezie Ang II względem ACE.

Ostatnim etapem pracy było sprawdzenie roli peptydów pochodzących z białek zapasowych (napin i krucyferyn) z nasion rzepaku o potencjalnym hipotensyjnym działaniu na układ krążenia i wydalanie nerkowe w genetycznym modelu nadciśnienia (SHR). Ponieważ w badaniach Marczak i wsp. (2003) stwierdzono większą hipotensyjną skuteczność tych peptydów u starych szczurów SHR, u których inhibitory ACE są zdecydowanie mniej efektywne, wysunięto przypuszczenie, że mogą one mieć istotne znaczenie dla regulacji ciśnienia tętniczego krwi u tych zwierząt poprzez wpływ na szlaki syntezy Ang II alternatywne wobec ACE (lokalne szlaki RAAS).

Przeprowadzone przeze mnie badania in vivo są jednymi z nielicznych prac, które wskazują na rolę lokalnych RAAS w kontroli ciśnienia tętniczego krwi, hemodynamiki 
i wydalania nerkowego w różnych typach nadciśnienia. Zdecydowana większość istniejących doniesień dotyczy badań w układzie in vitro.

W doświadczeniach ostrych przeprowadzonych w narkozie wykorzystano następujące modele nadciśnienia: sodozależny (UNX HS), naczyniowo-nerkowy (tzw. model Goldblatta, 2K1C) oraz genetyczny model nadciśnienia w dwóch fazach rozwoju choroby (7-tygodniowe szczury w fazie rozwoju nadciśnienia, SHR 7 oraz 16-tygodniowe zwierzęta z utrwalonym nadciśnieniem, SHR 16). W zależności od grupy eksperymentalnej zwierzętom podawano w infuzji dożylnej różne sybstancje: chymostatynę (inhibitor chymazy i elastazy 2) lub jej rozpuszczalnik, kaptopryl (inhibitor ACE) na tle chymostatyny lub wybrane peptydy o potencjalnym hipotensyjnym działaniu. W trakcie prowadzonych doświadczeń zwierzętom mierzono: ciśnienie tętnicze krwi, częstość skurczów serca a także parametry hemodynamiczne oraz wydalnicze nerki. Po zakończonych doświadczeniach zwierzętom pobierano krew oraz narządy (nerka, serce, aorta) w celu zmierzenia stężenia Ang II.

Zaobserwowane różnice pomiędzy poszczególnymi modelami nadciśnienia sugerują, że charakter zmian hemodynamiki i wydalania nerkowego oraz mechanizmy kształtowania ciśnienia krwi tętniczej są różne w każdym typie badanego nadciśnienia i w każdym 
z opisanych modeli w odmiennym stopniu zaznacza się wpływ enzymów wrażliwych na chymostatynę, tj. chymazy lub/i elastazy-2.

Otrzymane wyniki wskazują na istotną rolę alternatywnego, ACE-niezależnego szlaku syntezy Ang II szczególnie w modelu nadciśnienia o podłożu genetycznym, 
u szczurów SHR z rozwiniętym nadciśnieniem w kształtowaniu ciśnienia tętniczego krwi, co w literaturze było jedną z najbardziej spornych kwestii odnośnie roli lokalnych RAAS 
w różnych typach nadciśnienia.

Choć u młodszych, 7-tygodniowych SHR nie stwierdzono zmian w ciśnieniu tętniczym krwi po zablokowaniu chymazy, to interesujące wydaje się obserwowane utrzymanie na stałym poziomie przepływu krwi przez tętnicę nerkową przy blokowaniu lokalnych RAAS tj. zapobieganie upośledzenia perfuzji obserwowanej po podaniu samego rozpuszczalnika. W tej grupie po zablokowaniu chymazy zmienił się opór na obwodzie ustroju u tych szczurów (obserwowany wzrost IVR), podczas gdy ciśnienie krwi tętniczej utrzymane zostało na stałym poziomie. Te mechanizmy regulacji ciśnienia krwi, które widoczne były u szczurów SHR 7, zostały zaburzone u starszych szczurów SHR.

Ponieważ u szczurów SHR 7 zablokowanie chymazy poprawia perfuzję nerki, chroniczne podawanie chymostatyny teoretycznie mogłoby w dłuższym czasie przyczyniać się do ograniczenia rozwoju nadciśnienia u tych zwierząt. Z drugiej strony, enzymy zależne od chymostatyny wydają się mieć znaczenie protekcyjne dla prawidłowego ukrwienia innych obszarów krążeniowych u młodych SHR, więc ostateczne rozstrzygnięcie ich roli 
w zapobieganiu rozwoju nadciśnienia wymaga dalszych badań.

Należy podkreślić, że enzymy wrażliwe na chymostatynę pełnią istotną rolę w syntezie Ang II w osoczu i/lub w tkankach w każdym typie nadciśnienia.

Z drugiej strony chymaza czy inne wrażliwe na chymostatynę enzymy konwertujące Ang I nie wydają się mieć znaczącej roli w utrzymaniu hemodynamiki i wydalania nerkowego w pozostałych przebadanych modelach nadciśnienia (UNX HS, 2K1C) mimo, że istotnie przyczyniają się do zwiększenia poziomu Ang II zarówno w tkankach, jak 
i w osoczu. Można przypuszczać, że efekty czynnościowe nie ujawniły się, ponieważ czas obserwacji w doświadczeniu ostrym był zbyt krótki.

Ponieważ większość obserwowanych efektów hamowania chymazy pojawiała się 
z opóźnieniem i utrzymywała do godziny po odstawieniu chymostatyny, w celu wykazania fizjologicznego znaczenia chymazy w kontroli hemodynamiki i ciśnienia krwi uzasadnione wydaje się zastosowanie długotrwałego blokowania enzymów lokalnych szlaków syntezy Ang II w doświadczeniach przewlekłych.

Najskuteczniejsze w obniżeniu ciśnienia tętniczego krwi okazało się jednoczesne blokowanie ogólnoustrojowego i lokalnych szlaków konwersji Ang I u szczurów SHR 
w fazie utrwalonego nadciśnienia. Jednoczesne użycie kaptoprylu (inhibitora ACE) 
i chymostatyny daje lepsze efekty hipotensyjne u szczurów SHR 16 niż użycie samej chymostatyny.

Oba inhibitory (kaptopryl i chymostatyna) są w stanie nie tylko obniżyć ciśnienie tętnicze krwi u starszych szczurów SHR w fazie utrwalonego nadciśnienia, ale również skuteczniej niż w przypadku samej chymostatyny obniżyć stężenie Ang II w osoczu 
i tkankach, co potwierdza istnienie lokalnych szlaków RAAS zależnych od aktywności zarówno ACE jak i chymazy. Należy podkreślić, że chymostatyna miała dużo większy udział w obniżeniu poziomu Ang II niż kaptopryl.

Nie stwierdzono istotnego wpływu peptydów z nasion rzepaku w kształtowaniu ciśnienia tętniczego krwi, hemodynamiki i czynności wydalniczej nerki u szczurów 
z nadciśnieniem o podłożu genetycznym (szczury SHR). W przypadku prowadzonych przeze mnie krótkich (1h) obserwacji peptydy podane w infuzji dożylnej nie dały oczekiwanych efektów. Wydaje się, że wskazane jest przeprowadzenie badań chronicznych z użyciem opisanych peptydów o potencjalnym hipotensyjnym działaniu z uwzględnieniem dożołądkowej drogi podania jak w przypadku pracy Marczak i wsp., (2003).

Jak dotąd uważano, że to właśnie szlak syntezy Ang II zależny od ACE (ogólnoustrojowy RAAS) jest głównie zaangażowany w kontrolę ciśnienia tętniczego krwi, hemodynamikę i czynność wydalniczą nerki. Jednocześnie dane płynące z literatury wskazują, że efekt hipotensyjny wywierany przez leki z grupy inhibitorów konwertazy angiotensyny (ACEi) jest niewystarczający i nie dochodzi do pełnego zahamowania aktywności tkankowych układów RAAS. Jak wykazały nasze badania in vivo, jednoczesne blokowanie obu układów RAAS, tych zależnych od aktywności ACE 
i enzymów wrażliwych na chymostatynę (tkankowe RAAS) może dać zdecydowanie lepsze wyniki w terapii nadciśnienia tętniczego.

Abstract

Hypertension is the cause of many cardiovascular diseases, such as stroke or heart failure leading to a high percentage of patients’ deaths, especially in highly developed countries. Because of the high prevalence of hypertension, it is a disease of a social nature, which is known to be of heterogeneous etiology and with multiple clinical symptoms.

It is well known, that elevated level of vasoconstrictor angiotensin II (Ang II) is often the cause of hypertension, and inhibition of the converting enzyme (ACE), responsible for the formation of this hormone, is commonly used in the treatment of hypertension. However, the inhibition frequently proves incomplete, in spite of the use of high doses of ACE-blocking drugs. Moreover, an “escape” from the applied treatment has been observed, which suggests existence of ACE-independent Ang II synthesis pathways.
A number of recent studies confirm that there are enzymes other than ACE which convert Ang I into Ang II, and in multiple tissues a complete enzymatic “machinery” exists that enables local production of Ang II , even in absense of ACE. Chymostatin sensitive enzymes (as chymase and/or elastase-2) convert Ang I to Ang II through an ACE-independent pathway. Their role increases under such pathological stage as ischemia or oxidative stress. Both ischaemia and oxidative stress are established features of human hypertension. Therefore, these enzymes are the target for searching new strategies in the treatment of hypertension and have potential value in antihypertensive therapy.

The study combined precise measurements of physiological parameters with determination of biochemical parameters (Ang II level in tissues and plasma), this enabled us to take a look on the role of  chymase and other chymostatin sensitive enzymes in the development of hypertension in various hypertension models in the rat. This is the first time when the in vivo role of these enzymes in various hypertension models was determined. Additionally, the in vivo effects of simultaneous blockade of systemic and tissue renin-angiotensin-aldosterone system (RAAS) on blood pressure and renal function in genetic model of hypertension in spontaneously hypertensive rats (SHR) has been established. Thus, we examined the exact role and the involvement (chymase vs. ACE) of these two systems in Ang II synthesis, both in plasma and tissues.
The last part of this study was the evaluation of the potential value of peptides from rapeseeds (derived from napin and cruciferin) in antihypertensive treatment by determining their effects on the cardiovascular system and renal excretion in the genetic model of hypertension (SHR). Marczak et al. (2003) postulated that these peptides exhibit superior efficacy in lowering blood pressure in old SHR rats in which ACE inhibitors are much less effective. These findings prompt us to undertake research on the role of chymase (tissue RAAS) in the development of hypertension and, a most innovative aspect of the project, to explore the potential of the peptides obtained from rapeseeds in reducing blood pressure. One of the most important aspect of this study was the influence of these peptides on tissue RAAS blockade and their impact on cardiovascular system and renal excretion in genetic model of hypertension (SHR).
The present in vivo experiments are one of the very few studies which indicate the role of tissue RAAS in the control of blood pressure, renal haemodynamics and excretion in various types of hypertension in rat. The majority of earlier studies were based on in vitro experiments.

We first plan to examine the role of chymase in the development of various forms of hypertension. We performed acute experiments in rats under anaesthesia in following hypertension models: sodium-dependent (UNX HS), renal artery stenosis-dependent (Goldblatt model, 2K1C) and genetically determined in two different stages (SHR 7 in the developing stage and SHR 16 in the established stage of hypertension). In order to verify the role of systemic and tissue RAAS in hypertension, various drugs were administered intravenously: chymostatin, a commercially available chymase blocker or its solvent, kaptopryl with chymostatin, and various peptides from rapeeseds with a potential antihypertensive activity. During acute experiments blood pressure, heart rates, haemodynamics parameters were measured and excretory function was determined. After the experiments blood samples and various organs were taken to further analysis (Ang II determination).
The responses of blood pressure, kidney haemodynamics and renal excretory function differed significantly between various models of rat hypertension. Chymase blockade decreased blood pressure, suggesting an important regulatory role of the ACE-independent pathway in genetic hypertension (SHR 16). This thesis is one of the most debatable issues in the current literature.
We did not observe changes in blood pressure in response to chymostatin administration in younger, 7-week old SHR. Interestingly, chymostatin alone prevented the solvent-dependent decrease in renal blood flow. Blockade of chymase alone significantly increased resistance in hindlimb circulation (IVR), but there were no changes in blood pressure. Apparently, the mechanisms responsible for regulation of renal haemodynamics and, in consequence, of blood pressure, that were in action in SHR 7 were impaired in older rats in the established stage of genetic hypertension (SHR 16).
Because in SHR 7 chymase blockade improved renal perfusion, it would be worthwhile to conduct experiments with chronic administration of chymostatin in these rats and possibly detect some alleviation of hypertension. To verify this thesis further experiments are required.
Thus, we found that chymostatin sensitive enzymes have the significant role in Ang II synthesis in plasma and/or tissues in all tested models of hypertension.

On the other hand, these enzymes seem to have only a minor role in the control of renal haemodynamics and excretory function in UNX HS and  2K1C models, even though they are responsible for Ang II production, both in tissues and plasma, To investigate the direct role of these enzymes in hypertension chronic experiments are required.

Combined inhibition of two different pathways of Ang II synthesis induced substantial decrease in mean arterial blood pressure (MABP) and preserved renal perfusion (RBF). The combined treatment (chymostatin and captopril) resulted in better hypotensive effects in SHR 16 as compared with  chymostatin alone. Both inhibitors (chymostatin and captopril) also decreased Ang II level in plasma and tissues in SHR 16 more efficiently than did chymostatin alone. These results suggest the influence of local RAAS (chymase and ACE cooperation) in maintaining blood pressure and Ang II synthesis in established stage of genetic hypertension (SHR 16).

Peptides from rapeeseds were shown to have a minor role in blood pressure control and they did not affect haemodynamics and excretion in SHR, at least when given intravenously in acute experiments.

It was often assumed that ACE-dependent pathway of Ang II production (systemic RAAS) is the system that affects mostly blood pressure control, haemodynamics and excretory function of the kidney. Simultaneously, large body of studies confirm that ACE inhibitors are not as efficient in their hypotensive effects as expected and that they cannot completely inhibit tissues RAAS activity. As our in vivo study indicated, that chymostatin sensitive enzymes play a substantial role in plasma and tissue regulation of Ang II content, and combined inhibition of two different pathways of Ang II synthesis (systemic and tissue RAAS) could be much more efficient in the treatment of hypertension.

