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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW I SYMBOLI

AA - kwas arachidonowy - (ang. arachidonic acid)

ACC - Amerykanskie Kolegium Kardiologéw - (ang. American College of Cardiology)

ACE - enzym konwertujacy angiotensyne - (ang. angiotensin-converting enzyme)

ACE2 - enzym typu 2 konwertujacy angiotensyne - (ang. angiotensin-converting enzyme type 2)
ACEI - inhibitory enzymu konwertujacego angiotensyne - (ang. angiotensin-converting enzyme inhibitors)
ACTH - hormon adrenokortykotropowy - (ang. adrenocorticotropic hormone)

ADMA - asymetryczna dimetyloarginina - (ang. asymmetric dimethylarginine)

ADP - adenozynodifosforan - (ang. adenosine diphosphate)

AHA - Amerykanskie Towarzystwo Kardiologiczne - (ang. American Heart Association)

Ang (1-12) - angiotensyna (1-12) - (ang. angiotensin 1-12)

Ang (1-7) - angiotensyna (1-7) - (ang. angiotensin 1-7)

Ang (1-9) - angiotensyna (1-9) - (ang. angiotensin 1-9)

Ang (2-8) - angiotensyna (2-8) - (ang. angiotensin 2-8)

Ang (3-8) - angiotensyna (3-8) - (ang. angiotensin 3-8)

Ang I - angiotensyna I - (ang. angiotensin )

Ang II - angiotensyna II - (ang. angiotensin II)

Ang III - angiotensyna III - (ang. angiotensin III)

Ang IV - angiotensyna [V - (ang. angiotensin V)

ANP - przedsionkowy peptyd natriuretyczny - (ang. atrial natriuretic peptide)

APA - aminopeptydaza A - (ang. aminopeptidase A)

APN - aminopeptydaza N - (ang. aminopeptidase N)

ARB - bloker receptora angiotensyny II - (ang. angiotensin II receptor blocker)

ARO - aktywno$¢ reninowa osocza - (ang. plasma renin activity)

ARR - wspo6tczynnik aldosteronowo-reninowy - (ang. aldosteron to renin ratio)

ASA - kwas acytylosalicylowy - (ang. acetylosalicic acid)

ASPI - agregacja indukowana kwasem arachidonowym

AT1 - (receptor) angiotensynowy typu 1 - (ang. angiotensin type 1 (receptor))

AT1R - receptor angiotensynowy typu 1 - (ang. angiotensin type 1 receptor)

AT?2 - (receptor) angiotensynowy typu 2 - (ang. angiotensin type 2 (receptor))

AT2R - receptor angiotensynowy typu 2 - (ang. angiotensin type 2 receptor)

AT4 - receptor dla angiotensyny IV - (ang. angiotensin IV receptor )

BK1 -receptor 1 dla bradykininy - (ang. bradykinin receptor 1)

BK2 -receptor 2 dla bradykininy - (ang. bradykinin receptor 2)

BNP - peptyd natriuretyczny typu B - (ang. brain natriuretic peptide)

cAMP - 3',5'-cykliczny adenozynomonofosforan - (ang. 3',5'-cyclic adenosine monophosphate)
c¢GMP - 3',5'-cykliczny guanozynomonofosforan - (ang. 3',5'-cyclic guanosine monophosphate)
CKD-EPI - (ang. chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration)

COX - cyklooksygenaza - (ang. cyclooxygenase)

CTGF - czynnik wzrostowy tkanki facznej - (ang. connective tissue growth factor)

DAG - diacyloglicerol - (ang. diacylglycerol)

DDAH - dimetyloaminohydrolaza dimetyloargininy - (ang. dimethylarginine dimethylaminohydrolase)
EDHF - $r6dbtonkowy czynnik hiperpolaryzujacy - (ang. endothelium-derived hyperpolarizing factor)
EDTA - kwas etylenodiaminotetraoctowy - (ang. ethylenediaminetetraacetic acid)

eGRF - oszacowany wspotczynnik przesaczania ktebuszkowego - (ang. estimated glomerular filtration rate)
ELISA immonuenzymatyczne testy fazy stalej (ang. enzyme linked immunosorbent assai )

eNOS - srédblonkowa syntaza tlenku azotu - (ang. endothelial nitro oxide synthase)

ESC - Europejskie Towarzystwo Kardiologiczne - (ang. European Society of Cardiology)

ESH - Europejskie Towarzystwo Nadci$nienia Tetniczego - (ang. European Society of Hypertension)
FMD - wazodylatacja zalezna od przeptywu - (ang. flow mediated dilatation)

GDP - guanozyno-5'-difosforan - (ang. guanosine 5’-diphosphate)

GP IlIb/IIla - glikoproteina IIb/Illa - (ang. glycoprotein IIb/I1la)

GSH/GSSG - glutation/utleniony glutation - (ang. glutathione/oxidized glutathione)

hsCRP - wysoce czute biatko C-reaktywne - (ang. high-sensitivity C-reactive protein)

HFPpEF - niewydolnos¢ serca z zachowang funkcja skurczowa lewej komory - (ang. heart failure with preserved ejection fraction)
ICAM - wewnatrzkomdrkowa molekuta adhezyjna - (ang. intercellular adhesion molecule)

IL - interleukina - (ang. interleukin)

IP3 - trifosforanu inozytolu - (ang. inositol triphosphate)

IRAP - aminopeptydaza regulowana przez insuline - (ang. insulin-regulated aminopeptidase)

Kd - stata dysocjacji (ang. dissociation constant)

L-Arg - L-Arginina - (ang. L-Arginine)

LC-MS - wysokosprawna chromatografia cieczowa sprzezona ze spektrometrig masowa - (ang. liquid chromatography-mass
spectrometry)



LOX-1 -lektynopodobny receptor dla utlenowanych czasteczek LDL - (ang. lectin-like oxidized low-density lipoprotein)
LPS - lipopolisacharyd - (ang. lipopolysaccharide)

MAPK - kinazy aktywowane mitogenami - (ang. mitogen-activated protein kinases)

MasR - receptor Mas - (ang. MAS receptor)

MCP-1 - biatko chemotaktyczne dla monocytéw - (ang. monocyte chemoattractant protein 1)
MDA - dialdehyd malonowy - (ang. malondialdehyde)

MDRD - ang. Modification of Diet in Renal Disease

MLCK - kinaza fancuchéw lekkich miozyny - (ang. myosin light chains kinase)

MR - receptor mineralokortykoidowy - (ang. mineralocorticoid receptor)

MRA - antagonisci receptora mineralokortykoidowego - (ang. mineralocorticoid receptor antagonists)
NAFLD - niealkoholowe sttuszczenie watroby - (ang. non-alcoholic fatty liver disease)

NEP - neprylizyna - (ang. neprilysin)

NETs - neutrofilowe putapki zewnatrzkomoérkowe - (ang. neutrophil extracellular traps)
NF-KB - czynnik jadrowy kappa B - (ang. nuclear factor kappa B)

NFAT - jadrowy czynnik aktywowanych komérek T - (ang. nuclear factor of activated T-cell)
NO - tlenek azotu - (ang. nitric oxide)

NOS - syntaza tlenku azotu - (ang. nitric-oxide synthase)

NSAIDs - niesteroidowe leki przeciwzapalne - (ang. nonsteroidal anti-inflammatory drugs)
ox-LDL - utlenowany cholesterol LDL - (ang. oxidized low-density lipoprotein)

PAF - czynnik aktywujacy sa ptytki - (ang. platelet-activating factor)

PAI-1 - inhibitor aktywatora plazminogenu 1 - (ang. plasminogen activator inhibitor-1)

PAT - obwodowa tonometria tetnicza - (ang. peripheral arterial tonometry)

PEP - propyl-endopeptydaza - (ang. propyl endopeptidase)

PF4 - czynnik ptytkowy 4 - (ang. platelet factor 4)

PGE2 - prostaglandyna E2 - (ang. prostaglandin E2)

PGF2a - prostaglandyna F2a - (ang. prostaglandin F2a)

PGG2 - prostaglandyna G2 - (ang. prostaglandin G2)

PGH2 - prostaglandyna H2 - (ang. prostaglandin H2)

PGI2 - prostacyklina - (ang. prostacyclin)

PGIS - syntaza prostacykliny - (ang. prostacyclin synthase)

PKC - kinaza biatkowa C - (ang. protein kinase C)

PLAZ2 - fosfolipaza A2 - (ang. phospholipase A2)

PLC - fosfolipaza C - (ang. phospholipase C)

PLD - fosfolipaza D - (ang. phospholipase D)

PRC - osoczowe stezenie reniny - (ang. plasma renin concentration)

PRMT - metylotransferaza argininowa - (ang. protein arginine methyltransferase)

PTNT - Polskie Towarzystwo Nadci$nienia Tetniczego

PWV - szybko$¢ propagacji fali tetna - (ang. pulse wave velocity)

RAA - renina-angiotensyna-aldosteron (ukiad) - (ang. renin-angiotensin-aldosterone system)
ROS - reaktywne formy tlenu - (ang. reactive oxygen species)

RISTO - agregacja zalezna od czynnika von Willebranda

SDMA - symetryczna dimetyloarginina - (ang. symmetric dimethylarginine)

sICAM1 - wewnatrzkomérkowa molekuta adhezyjna, forma rozpuszczalna - (ang. soluble intercellular adhesion molecule-1)
SR-A - receptory zmiatajace - (ang. scavenger receptors A)

sVCAML1 - czasteczka adhezyjna 1 komérek naczynia (forma rozpuszczalna) - (ang. soluble vascular cell adhesion molecule)
SVEGF - czynnik wzrostu $§rédbtonka naczyniowego (forma rozposzczalna) - (ang. soluble vascular endothelial growth factor)
TFPI - inhibitor szlaku czynnika tkankowego - (ang. tissue factor pathway inhibitor)

TGF-B1 - transformujacy czynnik wzrostu beta 1 - (ang. transforming growth factor beta 1)
TLR - receptor toll-podobny - (ang. toll like receptor)

TNF-alfa - czynnik martwicy nowotworu - (ang. tumor necrosis factor alpha)

TP - receptor dla tromboksanu - (ang. thromboxane prostanoid (receptor))

tPA - tkankowy aktywator plazminogenu - (ang. tissue plazminogen activator)

TRALI - ostre poprzetoczeniowe uszkodzenie ptuc - (ang. transfusion-related acute lung injury)
TxA2 - tromboksan A2 - (ang. thromboxane A2)

TXAS - Syntaza tromboksanu - (ang. thromboxane synthase)

TxB2 - tromboksan B2 - (ang. thromboxane B2)

VCAM-1 - czasteczka adhezyjna 1 komérek naczynia - (ang. vascular cell adhesion molecule-1)
VEGF - czynnik wzrostu $rédbtonka naczyniowego - (ang. vascular endothelial growth factor)
VSMC - komoérki naczyn mie$ni gtadkich - (ang. vascular smooth muscle cells)

VWF - czynnik von Willebranda - (ang. von Willebrand factor)

(P)RR - receptor (pro)reniny - (ang. (pro)renin receptor))

15-HETE - kwas 15-hydroksyeikozateraenowy - (ang. 15-hydroxyeicosatetraenoic acid )



I. WSTEP
1. Uklad RAA

Uktad renina-angiotensyna-aldosteron (RAA; ang. renin-angiotensin-aldosterone) jest
jednym z najwazniejszych enzymatyczno-hormonalnych systemdéw homeostatycznych ustroju.
Poprzez swoja plejotropowa aktywno$¢ kontroluje czynno$¢ m.in. ukladu sercowo-
naczyniowego, nerek oraz nadnerczy. Za posrednictwem regulacji ciSnienia tetniczego
i gospodarki wodno-elektrolitowej wptywa on na efektywna objeto$¢ krwi krazacej oraz
réwnowage wodno-elektrolitowa i kwasowo-zasadowa!. Jego nadmierna aktywacja znajduje sie
w centrum patofizjologicznych proceséw prowadzacych do rozwoju nadci$nienia tetniczego,
niewydolnosci serca czy przewlektej choroby nerekz2.

Kluczowymi elementami uktadu RAA =z klinicznego punktu widzenia s3: renina,
angiotensyna II (Ang II, ang. angiotensin II) i aldosteron, ktére z uwagi na $ciste wzajemne
interakcje traktowane s3 jako jedna o$ enzymatyczno-hormonalna. Oprécz tego, w sktad szeroko
pojetego uktadu RAA wchodzi takze prorenina, angiotensynogen, szereg innych angiotensyn
i liczne enzymy konwertujace3 4 (Ryc. 1).

Szlak sygnatowy uktadu RAA, wedtug klasycznego opisu, rozpoczyna sie od
przeksztatcenia angiotensynogenu (peptydowego prohormonu produkowanego w watrobie) do
angiotensyny I (Ang I; ang. angiotensin I) przy udziale reniny, uwalnianej z plamki gestej
aparatu przyktebuszkowego w nerkach, w odpowiedzi na zmniejszony ladunek sodu
przeptywajacego w osoczu. Ang I ulega nastepnie enzymatycznej konwersji do Ang II przez
aktywowana $rdodbtonkowa izoforme konwertazy angiotensyny (ACE; ang. angiotensin-
converting enzyme), ktérej ekspresja jest najsilniej wyrazona w plucnym tozysku
naczyniowyms> o6,

Naczynioskurczowy efekt dziatania Ang Il w potaczeniu ze stymulacja kory nadnerczy do
uwalniania aldosteronu, prowadzi do zwiekszonej retencji sodu oraz wzrostu ciSnienia
tetniczego. W konsekwencji dochodzi do przebudowy Sciany naczyn i postepujacej dysfunkc;ji
narzadowej, w tym przerostu i wltoknienia miesnia lewej komory serca’ 8 9. Zdecydowana
wiekszo$¢ oddziatywan Ang Il na organizm odbywa sie przy udziale btonowego receptora dla
Ang Il typu 1 (AT1R; ang. angiotensin type 1 receptor), ktérego efekty dziatania sa zasadniczo
réwnowazone przez receptor typu 2 (AT2)10,

Udowodniono, ze klasyczny poglad na endokrynny szlak przekazywania sygnatu
w uktadzie RAA nie odzwierciedla w pelni jego aktywnos$ci. Udokumentowano obecnos$¢
tkankowego ukltadu RAA w licznych narzadach, m.in. w sercu, mézgu, nerkach, jadrach czy
prostacie. Wytwarzana w ten sposob Ang Il i jej dziatanie w organizmie s3 niezalezne od

wytworzonej w nerkach reniny?1,



Angiotensynogen (1-452 aa)

Renina
Chymaza

ACE 2
—

ACE Nep%“;yna /1 Ace
Chymaza

Katepsyna A

ACE 2
— R

Ryc. 1. Uktad renina-angiotensyna-aldosteron (schemat wtasny)

aa - aminokwasy ang. amino acids; ACE - enzym konwertujqcy angiotensyne, ang. angiotensin-converting enzyme; ACE 2
- enzym konwertujqgcy angiotensyne typu 2, ang. angiotensin-converting enzyme type 2; Ang (1-7) - angiotensyna (1-7);
Ang (1-9)-angiotensyna (1-9); ATI1R - receptor angiotensynowy typu 1; ATZR - receptor angiotensynowy typu 2;
AT4R - receptor dla angiotensyny IV; MasR - receptor Mas; PEP - propyl-endopeptydaza

Uktad RAA jest takze obecny w o$rodkowym uktadzie nerwowym, gdzie wptywa na
zwiekszenie syntezy i wydzielania hormonu antydiuretycznego z tylnego ptata przysadki
nasilajgc w efekcie retencje ptyndéw i rozwoj nadci$nienia tetniczego?2.

Wykazano, ze klasyczna 0§ ACE -> Ang Il -> AT1R /ATZR nie jest jedynym szlakiem
sygnatlowym uczestniczagcym w aktywacji uktadu RAA. W wyniku enzymatycznego
przeksztatcania angiotensynogenu i jego pochodnych zidentyfikowano liczne angiotensyny,
m.in. Ang I, Ang II, Ang (1-7), Ang (1-9), Ang IlI/(Ang 2-8), Ang IV/(Ang 3-8) i Ang (1-12)13.
Wielokierunkowe dziatanie tych peptyddw rézni sie czesto od dziatania zasadniczego szlaku, co
jest zwigzane z obecno$cig wielu receptoréw i ich odmiennej aktywnosci. Przyktadem moze by¢
chociazby  przeciwstawny do Ang [II efekt pobudzenia szlaku sygnatowego

ACE2/Ang (1-7)/receptor Mas w uktadzie sercowo-naczyniowym i nerkach4 15,



1.1.Renina

Renina jest proteazg aspartylowg (EC 3.4.23.15) wytwarzang z prohormonu (proreniny)
w  wyniku enzymatycznej konwersji w komorkach przyktebuszkowych tetniczki
doprowadzajacej ktebuszka nerkowegol6. Z uwagi na bardzo wysoka swoisto$¢ substratowa
reniny wzgledem angiotensynogenu, jej synteza jest istotnym elementem ograniczajacym
aktywacje uktadu RAA. W wyniku dziatania reniny dochodzi do odszczepienia dekapeptydu
(Ang I) od angiotensynogenu, co rozpoczyna catg kaskade enzymatyczng i produkcje
poszczegblnych angiotensyn.

0d czasu odkrycia w 1898 roku obecno$ci reniny w nerce, wykazano ekspresje genu dla
reniny, a doktadniej dla proreniny w roéznych tkankach. Udowodniono, Ze krazaca
enzymatycznie aktywna postac reniny pochodzi niemal wytgcznie z komoérek produkujacych ten
hormon w obrebie aparatu przyktebuszkowego, a komorki znajdujgce sie poza nerkami sg
zdolne do uwalniania tylko proreniny.

Jednakze obecnos$¢ lokalnego uktadu RAA w licznych tkankach wskazuje, Ze miejscowa
produkcja Ang I moze by¢ wynikiem lokalnego wytwarzania i uwalania do najblizszego

otoczenia niewielkich ilo$ci aktywnej postaci reniny?7.

1.2.Prorenina

Prorenina jest nieaktywnym prekursorem reniny. Centrum aktywne proreniny jest
zablokowane przez N-konicowy fragment, ktory to z kolei jest przestoniety przez pro-segment
bedacy fragmentem czasteczki proreniny?s.

Prorenina jest uwalniana do krazenia stale w niewielkich iloSciach (konstytutywnie),
gdzie znajduje sie w stezeniu okoto 10 razy wiekszym od reniny. Wykazano, ze w przebiegu
cukrzycy oraz podczas ciazy stezenie proreniny jest nawet 100 razy wieksze niz stezenie reniny.
Co ciekawe, podwyzszone stezenie proreniny w osoczu, przy tzw. niskim prawidtowym (ang.
low-normal) stezeniu reniny, moze poprzedza¢ wystapienie powiktan mikronaczyniowych
w cukrzycy?!? 20,

Dotychczas nie udato sie jednak odpowiedzie¢ jednoznacznie na pytanie dotyczace
niezaleznej aktywnoS$ci proreniny poza nerkami. W 2002 roku Nguyen wraz ze
wspotpracownikami odkryli receptor wykazujacy zdolno$¢ wigzania proreniny i reniny
nazwany receptorem (pro)reniny ((P)RR; ang. (pro)renin receptor). Przytaczenie proreniny do
(P)RR skutkowato zmiang konformacji proreniny, odstonieciem jej centrum aktywnego
i uzyskaniem aktywnos$ci katalitycznej2!. Teoretycznie mogloby to powodowac lokalne
zainicjowanie syntezy angiotensyn w tkankach wykazujacych ekspresje (P)RR. Jednakze

pomimo wynikéw badan in vitro wykorzystujgcych niefizjologicznie wysokie stezenie proreniny,



potwierdzajacych stuszno$¢ tych zatozen, stezenie proreniny in vivo jest o wiele rzedéw ponizej
statej dysocjacji (Kd, dissociation constant) wymaganej dla kompleksu prorenina-(P)RR, co
czyni wspominane koncepcje mato prawdopodobnymi i sugeruje, Ze dziatanie (P)RR jest

niezalezne od krazacej proreniny?22 23,

1.3.Angiotensynogen

Ludzki angiotensynogen jest glikoproteing skladajaca sie z 485 aminokwaséw
z uwzglednieniem 33 aminokwasowego peptydu sygnatowego. Produkowany jest on
w wiekszoS$ci przez komorki watroby. Angiotensynogen uznawany jest za jedyny prekursor
wszystkich angiotensyn. Jest tez jedynym substratem dla reniny, bioracej udziat w kaskadzie
enzymatycznej odpowiedzialnej za powstanie tych angiotensyn. W wyniku enzymatycznego
odtaczenia N-konicowego, 10-aminokwasowego peptydu powstaje Angiotensyna I (Ang I) oraz
biatko nazwane des(Angl)AGT. Des(Angl)AGT stanowi okoto 98% pierwotnej struktury
angiotensynogenu, jednak jego biologiczne wtasciwosci oraz dalszy metabolizm pozostaja
nieznane?24,

Obecnos¢ mRNA dla angiotensynogenu potwierdzono w wielu tkankach inarzadach,
m.in. w watrobie, tkance ttuszczowej, mdzgu, sercu, nerkach i naczyniach krwiono$nych.
Wykazano, ze do produkcji angiotensynogenu poza komoérkami watroby, zdolne s3g takze
adipocyty, komdrki nabtonka kanalika proksymalnego nefronu oraz astrocyty?> 26 27 28 29 30,

Obecnie wzrasta ilo$¢ badan wykazujacych, Ze angiotensynogen nie jest jedynie biernym
substratem wykorzystanym do produkcji angiotensyn, ale posiada rowniez wtasng aktywnos$¢
biologiczng. Stwierdzono, Ze angiotensynogen poprzez mechanizmy zalezne od des(Angl)AGT,
abez zwigzku z produkcjg angiotensyny II (Ang II) przyczynia sie do indukowanego dietg
przyrostu masy ciata oraz niealkoholowego sttuszczenia watroby (NAFLD - ang. non-alcoholic

fatty liver disease), uznawanego ostatnio za istotny czynnik ryzyka sercowo-naczyniowego3..

1.4.Konwertazy angiotensyny / Metabolizm angiotensyn

Peptydy angiotensynowe sg metabolizowane przez szereg enzymoéw konwertujgcych.
Wiekszo$¢ z nich, z wyjatkiem ACE i ACE 2, wykazuje dziatanie gléwnie lokalne przeksztatcajac
angiotensyny produkowane w poszczeg6lnych tkankach. Nalezg do nich m.in. endopeptydazy
(neprylizyna (NEP, (ang. neprilysin), propyl-endopeptydaza (PEP, ang. propyl endopeptidase)),
chymaza tkankowa, propyl-karboksypeptydaza, katepsyna, elastaza oraz tkankowy aktywator

plazminogenul! 32,



1.4.1. ACE

Enzym konwertujacy angiotensyne — konwertaza angiotensyny (ACE; ang. angiotensin-
converting enzyme) (EC 3.4.15.1) jest enzymem z grupy egzopeptydaz, ktory katalizuje
przeksztatcenie dekapeptydu - Ang | do oktapeptydu - Ang II poprzez odszczepienie
C-koncowego dwupeptydu33. Istnieja dwie izoformy ACE u ludzi - somatyczna i germinalna.
Obie kodowane s3 przez jeden gen zlokalizowany na chromosomie 17, jednakze o innym
poczatku transkrypcji. Somatyczna forma ACE sklada sie z domeny wewnatrzkomdrkowej,
domeny przezbtonowej oraz dwoch homologicznych, aktywnych katalitycznie domen
zewnatrzkomoérkowych, bedacych wynikiem duplikacji w obrebie genu34 35. Germinalna forma
ACE odpowiada natomiast C-koicowemu fragmentowi formy somatycznej i skitada sie
z analogicznych domen wewnatrzkomérkowej 1 przezbtonowej oraz pojedynczej
zewnatrzkomoérkowej pomniejszonej o poczatkowe 36 aminokwaséw w stosunku do formy
somatycznej36. Badania wykorzystujagce barwienie immunohistochemiczne wykazaty, ze
somatyczna forma ACE wytwarzana jest w komorkach $rédblonka naczyniowego kapilar
plucnych, jednak stwierdzono takze jej obecno$¢ w innych tkankach, m.in. w $rédbtonku
naczyniowym nerek, jelita cienkiego czy najadrzy3’. llo§ciowe metody mapowania genomu, jak
np. sekwencyjne znaczniki ekspresji (EST; ang. expressed sequence tag), potwierdzajg obecnos¢
enzymu konwertujacego takze w nerkach, mézgu, tarczycy, miesSniach szkieletowych, prostacie
i jadrach. Obecnos¢ germinalnej izoformy ACE ograniczona jest do jader oraz nasienia38 39 40,

Ze wzgledu na tak szerokie wystepowanie ACE, wielonarzadowy efekt
farmakologicznego zahamowania tego enzymu moze wynika¢ nie tylko z jego blokady
w krazeniu ptucnym, ale takze z lokalnego hamowania w pozostatych tkankach. Jednakze
ostateczny Kliniczny efekt blokady ACE w réznych narzadach pozostaje nie do konca

wyjasniony#! 42 43,
1.4.2. ACE2

Homolog ACE, nazwany ACE 2 (EC 3.4.17.23) jest glikoproteing przezbtonowg, ktérej gen
znajduje sie na chromosomie X. Strukturalna analiza genomu wskazuje na wspdlne pochodzenie
ewolucyjne genu dla ACE oraz ACE 2 i ich powstanie w wyniku duplikacji genu 44. Jej obecnos¢
na podstawie analizy ekspresji mRNA stwierdzono gtéwnie w sercu, nerkach, jadrach, jak
rowniez w mniejszych ilosciach w okreznicy, jelicie cienkim i jajnikach. Analiza
immunohistochemiczna wykazata obecno$¢ ACE 2 w $rédbtonku naczyn wiencowych i oraz
nabtonku kanalikéw nerkowych. W przeciwienstwie do ACE, zawiera ona pojedynczg domene
katalityczna o aktywnosci karboksypeptydazy i szczegélnym powinowactwie do hydrofobowych

i/lub zasadowych aminokwaséw. Nie jest ona hamowana przez ACEI4445,
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Chromatografia cieczowa sprzezona ze spektrometria masowa (LC-MS; ang. liquid
chromatography-mass spectrometry) wykazaly, ze ACE 2 hydrolizuje Ang I, Ang II, oraz
metabolity bradykininy, jednak w odr6znieniu od ACE, nie rozktada samej bradykininy#e.

W reakcji enzymatycznej katalizowanej przez ACE 2, Ang | oraz Ang Il ulegaja
przeksztatceniu do angiotensyny 1-9 (Ang 1-9) oraz angiotensyny 1-7 (Ang 1-7), ktére to
wykazuja pozytywne dziatanie zapobiegajace przebudowie mie$nia sercowego, przeciwstawne
do szkodliwego dziatania Ang 114447, Zainteresowanie oddziatywaniem ACE 2 na uktad sercowo-
naczyniowy rozpoczeto sie od wykazania obecnosci tego enzymu w prawidtowej tkance
ludzkiego serca. Zwiekszong produkcje ACE 2 zaobserwowano zaréwno u ludzi, jak i u szczuréw
w trakcie rozwijajacej sie niewydolnosci serca, jak rdwniez w nastepstwie przebytego zawatu
miesnia sercals 48,

Badanie Crackower i wsp., przeprowadzone na myszach pozbawionych genu kodujacego
ACE 2, jako jedno z pierwszych wykazalo istotng role tego enzymu w regulacji pracy serca
i patogenezie chor6éb sercowo-naczyniowych. W badaniu tym stwierdzono, Ze pozbawienie
myszy genu kodujacego ACE 2 powodowato znaczne upos$ledzenie funkcji skurczowej mie$nia
serca oraz wzrost indukowanej niedotlenieniem ekspresji gen6w dla mitochondrialnego biatka
indukujacego $mier¢ komérek - BNIP3 (BCL2 and adenovirus E1B 19-kDa-interacting
protein 3)49, a takze inhibitora dla aktywatora plazminogenu 1 (PAI-1; ang. plasminogen
activator inhibitor-1)5° w tkance mie$nia sercowego.

W badanej grupie niedobdér ACE 2, przy niezmienionym poziomie ACE, wigzat sie
Z istotnie podwyzszonym poziomem zaréwno Ang Il w sercu, nerkach i osoczu, jak réwniez
Angl w sercu, i nerkach. Wyniki tego doswiadczenia potwierdzaja hipoteze o wplywie
modulacyjnym ACE 2 na uktad RAA poprzez wspélny z ACE, kompetycyjny substrat - Ang [, oraz
poprzez wpltyw na poziom endogennej Ang I i Ang II51.

W badaniu przeprowadzonym przez Gurley i wsp. na myszach pozbawionych genu dla
ACE 2, wykazano, ze brak aktywnosci tego enzymu prowadzi do gromadzenia Ang Il w nerkach
i zwiekszonej podatnosci na rozwo6j nadci$nienia tetniczego zaleznego od Ang II. Wyniki tego
doswiadczenia wskazujg wiec na udziat ACE 2 w regulacji ci$nienia tetniczego krwis2. Wykazano
takze, ze dzieki konwersji Ang Il do Ang (1-7), ACE 2 przeciwdziata wt6éknieniu i rozrostowi
kardiomiocytowss.

Wykazano takze, Ze czeSciowa utrata funkcji ACE 2 przyczynia sie do zwiekszonej
podatnos$ci na przecigzenie ciSnieniowe oraz rozwoju chordéb serca, naczyn oraz nerek
w odpowiedzi na dzialanie Ang II. Obserwowano nasilony przerost i witdknienie mie$nia
sercowego oraz nasilony stres oksydacyjny>4. Wyniki te potwierdzajg zatem ochronng role ACE
2 na serce i naczynia, przez co zachecaja do rozwoju strategii terapeutycznych majacych na celu

promowanie dziatania ACE 2 w uktadzie sercowo-naczyniowym.
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Nalezy zaznaczy¢, Ze powszechnie stosowane leki hamujace ACE (ACEI), majace
pozytywny wplyw na uktad sercowo-naczyniowy, nie hamujg aktywnosci ACE 2. Dziatanie tego
enzymu powoduje spadek stezenia Ang Il w osoczu, co moze ogranicza¢ szkodliwy efekt
dziatania Ang Il na uktad sercowo-naczyniowy4s.

Badania Gallagher i wsp. wykazaly, ze zaréwno Ang Il jak i endotelina-1, w mechanizmie
zaleznym od kinaz ERK1/2, powoduja zwrotnie zmniejszenie ilosci ACE 2 w kardiomiocytach
oraz fibroblastach obecnych w mie$niu sercowym. Podanie antagonisty receptora
angiotensynowyego typu 1 (AT1R; ang. angiotensin type 1 receptor) przeciwdziata
wspomnianemu efektowi poprzez blokowanie spadku aktywnosci ACE 2 w kardiomiocytach
sugerujac, Ze Ang Il zmniejsza ilo$¢ ACE 2 poprzez aktywacje receptora AT155.

Wykazano, Ze zablokowanie receptoréw AT1 przez sartany, czyli blokery receptora
angiotensyny Il (ARB; ang. angiotensin Il receptor blocker) zapobiega przerostowi mie$nia serca
u szczuréw z wywotanym eksperymentalnie zawatem, powoduje wzrost stezenia Ang I, Ang 1],
Ang (1-7) oraz zmniejszenie stezenie aldosteronu w poréwnaniu do grupy po zawale serca nie
otrzymujacej ARB. Dodatkowo zaobserwowano, ze w wyniku zastosowanej terapii wzrastat
poziom mRNA dla ACE2 w sercu, co moze dodatkowo wzmacnia¢ korzystne dziatanie
sartandwse,

Zwiekszony wglad w mozliwe metaboliczne szlaki sygnatowe wykorzystujace peptydy
powiazane z angiotensyng oraz bradykining, jak rowniez ich receptory i dalsze przekazywanie

sygnatu, moze prowadzi¢ do optymalizacji terapii celowanej oraz jej indywidualizacji.

1.5. Angiotensyny

1.5.1. Angiotensyna Il

Angiotensyna Il jest jednym z aktywnych koncowych produktéw uktadu RAA.
Zbudowana jest z pierwszych o$Smiu N-koncowych aminokwaséw pierwotnie bedacych czescia
angiotensynogenu. Powstaje po enzymatycznej konwersji angiotensynogenu przez renine do
angiotensyny I - zwigzku o znikomej aktywnos$ci biologicznej, ktéry nastepnie, w wyniku
rozszczepienia przez enzym konwertujacy (ACE), przeksztatcany jest w angiotensyne Il (Ang II)
i C-konicowy dwupeptyd. Wyodrebniono dwa gtéwne receptory, z ktérymi taczy sie Ang II:
receptor dla angiotensyny Il typu 1 (AT1) oraz receptor dla angiotensyny II typu 2 (AT2).

Klasyczny poglad na ogélnoustrojowy efekt dziatania Ang II skupia sie na jej aktywnosci
naczynioskurczowej oraz na utrzymaniu homeostazy wodno-elektrolitowej. W wyniku skurczu
tetniczek z udziatem Ang Il zwieksza sie opdr systemowy i wzrasta ci$nienie tetnicze. Dziatanie
Ang Il na gospodarke wodno-elektrolitowa polega na stymulowaniu zwiekszonej resorpcji sodu

bezposrednio w Kkanaliku blizszym oraz posrednio w kanalikach zbiorczych w wyniku
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wydzielania aldosteronu przez kore nadnerczy. Oba te efekty majg za zadanie ograniczenie
skutkéw niedocisnienia lub hipowolemii, co jest mozliwe dzieki zwiekszonemu wydzielaniu
reniny w wymienionych stanach. Na wydzielanie reniny ma wptyw spadek cis$nienia
transmuralnego w tetniczce doprowadzajacej wtérny do spadku ci$nienia perfuzyjnego
w tetnicy nerkowej lub wynikajacy ze wzrostu ci$nienia $rédmigzszowego w nerce, np.
w wyniku uropatii zaporowej. Na wydzielanie reniny maja wplyw réwniez takie czynniki, jak
aktywacja uktadu wspotczulnego w wyniku oddziatywania na receptory betal komoérek aparatu
przykiebuszkowego, stezenie jondw sodu w moczu doptywajacym do komérek plamki gestej
w obrebie kanalika dystalnego nefronu, jak réwniez substancje dziatajace lokalnie na komorki
aparatu przyktebuszkowego m.in. tlenek azotu czy prostanoidy. Nagly spadek ci$nienia
perfuzyjnego w nerkach lub nagla aktywacja ukladu wspéiczulnego sa prawdopodobnie
najbardziej istotnymi (pato)fizjologicznymi stanami powodujacymi szybkie uwolnienie reniny
i aktywacje uktadu RAA.

Efekty wywierane przez angiotensyne Il odgrywajg istotna role w regulowaniu filtracji
ktebuszkowej oraz ukrwieniu nerek. Ang Il w zaleznosci od stezenia powoduje rdznie nasilony
skurcz tetniczki doprowadzajacej i odprowadzajacej ktebuszkéw nerkowych, jak réwniez
tetniczek miedzyptacikowych w nerkach. Tetniczka odprowadzajaca jest bardziej wrazliwa na
dziatanie Ang Il niz tetniczka doprowadzajaca. Przy niskich stezeniach Ang Il dominuje skurcz
tetniczki odprowadzajacej, co skutkuje zwiekszonym przesgczaniem kiebuszkowym
i zmniejszonym przeplywem krwi przez nerke. Natomiast wysokie stezenie Ang Il powoduje
jednoczesny skurcz zaréwno tetniczki odprowadzajacej, jak i doprowadzajacej, co
w konsekwencji prowadzi do zmniejszenia filtracji ktebuszkowej oraz zmniejszenia nerkowego
przepltywu krwis? 5859, Ma to zasadnicze znaczenie w autoregulacji i utrzymaniu filtracji
ktebuszkowej przez aktywowany uktad renina-angiotensyna w warunkach obnizonego ci$nienia

tetniczego.

1.5.1.1.Wptyw angiotensyny II na uktad krazenia

Ang Il wywiera wielokierunkowy wptyw na funkcje uktadu sercowo-naczyniowego
przez dziatanie bezposrednie na kardiomiocyty i komorki mie$ni gtadkich $ciany naczyn, jak
réwniez posrednio przez dziatanie osrodkowe, nerkowe oraz wplyw na uklad immunologiczny.
Molekularne i komérkowe efekty dziatania Ang Il odbywaja sie gléwnie za posrednictwem
receptora AT1, ktérego obecnos¢ wykazano w wielu tkankach, m.in. w komérkach srédbtonka
naczyniowego, w komorkach mies$ni gtadkich naczyn krwionos$nych, kardiomiocytach oraz
fibroblastach w sercu®®.

Wiekszo$¢ dobrze poznanych efektow dziatania Ang Il odbywa sie przy udziale

receptora AT1. S3 to m.in. dziatanie naczynioskurczowe, przerost komoérek mie$nia serca
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i naczyn, wydzielanie aldosteronu oraz aktywacja stresu oksydacyjnego i rozwoju procesow
zapalnych. Dziatanie Ang Il za posrednictwem receptora AT2 jest znacznie mniej poznane,
jednak liczne badania wskazuja, ze w wiekszo$ci wykazuje on efekt przeciwstawny do
pobudzenia receptora AT161.

W badaniach na szczurach wykazano, Zze w wyniku oddziatywania Ang Il na receptor AT1
w sercu, dochodzi m.in. do zwiekszonej ekspresji biatek kurczliwych o fenotypie ptodowyms6263,
produkgcji transformujgcego czynnika wzrostu beta 1 (TGF-$1; ang. transforming growth factor
beta 1)¢4, proliferacji fibroblastéw oraz zwiekszonego odktadania sie w tkance srédmigzszowe;j
substancji zewnatrzkomoérkowych takich, jak kolagen I/III 65 i fibronektyna®é, co przyczynia sie
do postepujgcego widknienia i niekorzystnej przebudowy mies$nia sercowego. W wyniku
oddziatywania Ang II na miesien sercowy zwieksza sie z kolei ekspresja genu dla czynnika
wzrostowego tkanki tagcznej (CTGF; ang. connective tissue growth factor), podobnie jak podczas
niedokrwienia, co skutkuje niewtasciwg zmiang stosunku kardiomiocytéw do fibroblastéwe?.

Wykazano, ze Ang Il jest kluczowym czynnikiem przyczyniajacym sie do widknienia
przedsionkow serca poprzez aktywacje kinaz aktywowanych mitogenami (MAPK; ang. mitogen-
activated protein kinases) i wzrost poziomu TGF-1 oraz CTGF¢8. Dowiedziono, Ze zastosowanie
ACEI lub antagonistéw receptora AT1 przyczynia sie do spowolnienia widknienia przedsionkéw

oraz zmniejszenia ryzyka rozwoju migotania przedsionkéwe? 70,

1.5.1.2.Prozapalne i aterogenne dziatanie ANG II

Zapalenie odgrywa istotng role w rozwoju szeroko pojetych choréb sercowo-
naczyniowych, m.in. nadci$nienia tetniczego i miazdzycy. Stanowi réwniez podstawe rozwoju
takich proceséw jak restenoza po angioplastyce wieticowej czy kardiomiopatia pozapalna’! 72 73,
Uktad renina-angiotensyna-aldosteron jest uwazany za kluczowy element w inicjowaniu
i podtrzymywaniu procesu zapalnego w obrebie naczyn, co przyczynia sie do ich dalszej
przebudowy.

Wykazano, ze Ang II, w wyniku oddziatywania na wiele mechanizméw, posredniczy
w rozwoju proces6w zapalnych m.in. w tetnicach, w sercu oraz w nerkach poprzez regulacje
ekspresji odpowiednich cytokin. W komoérkach mie$ni gladkich naczyn krwiono$nych Ang II
powoduje aktywacje czynnika jadrowego kappa B (NF-kB ang. nuclear factor kappa B)
i zwiekszong produkcje IL-674. Ang Il aktywuje i zwieksza przyleganie monocytéw do komédrek
$rédbtonka naczyniowego. Aktywacja monocytdw wyraza sie m.in. wzrostem syntezy czynnika
martwicy nowotworu (TNF-alfa; ang. tumor necrosis factor alpha) oraz biatka
chemotaktycznego dla monocytéw (MCP-1; ang. monocyte chemoattractant protein1)75.
Zwiekszona produkcja wewnatrzkomérkowych i naczyniowych czastek adhezyjnych 76

(ICAM; ang. intracellular adhesion molecule, VCAM; ang. vascular cell adhesion molecule) oraz
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zwiekszone wytwarzanie reaktywnych form tlenu (ROS; ang. reactive oxygen species)?’
odpowiada za nasilenie dziatania prozapalnego.

Wiekszo$¢ prozapalnych efektéw dziatania Ang II odbywa sie za posrednictwem
receptora AT1, jednakze w komoérkach mie$ni gladkich naczyn krwiono$nych wykazano
zwiekszong aktywacje NF-kB rowniez za posrednictwem receptora AT278,

Istnieja liczne dowody wskazujace na powigzania pomiedzy rozwojem nadci$nienia
tetniczego i miazdzycy a nasileniem procesu zapalnego spowodowanego przez angiotensyne II.
W  wyniku oddziatywania cytokin prozapalnych dochodzi do dysfunkcji $rédbtonka
naczyniowego i progresji miazdzycy?9. W przeprowadzonych badaniach na szczurach wykazano
zwiekszona produkcje czgsteczek adhezyjnych w odpowiedzi na podaz Ang I, co skutkowato
zwiekszonym przyleganiem leukocytéw do srédbtonka naczyniowego w $cianie tetnicgo.

Zarowno efekt prozapalny, jak i wzmozone witdknienie tkanek serca i naczyn zwiazane
z aktywnoscig uktadu RAA, odbywaja sie za posrednictwem aldosteronus!.

W badaniach oceniajacych efekt dziatania sartanéw zaobserwowano ich korzystny
wptyw na funkcje srodbtonka naczyniowego, reaktywno$¢ Scian naczyn oraz reakcje zapalna.
Reguluja one wytwarzanie cytokin prozapalnych i czastek adhezyjnych (CRP, ICAM-1, II-6) m.in.
poprzez hamowanie aktywno$ci NF-kB. Zahamowanie stresu oksydacyjnego widoczne byto
poprzez zmniejszenie wytwarzania reaktywnych form tlenu. Badania in vitro i in vivo wykazaty,
ze przeciwzapalny efekt ARB jest powigzany z hamowaniem prozapalnych komoérkowych

receptorow toll-podobnych (TLR2 i TLR4, ang. toll-like receptors 2 and 4)82 83 84,

1.5.2. Angiotensyna 1-7

Angiotensyna II, niezaleznie od swojej aktywnosci biologicznej, moze ulega¢ dalszym
przeksztatceniom z udzialem poszczegélnych enzyméw. W wyniku degradacji przy udziale
ACE 2 z Ang Il zostaje odiaczony pojedynczy peptyd i powstaje Ang (1-7) aktywujaca receptor
Mas, ktéry z kolei nie jest aktywowany przez samg Ang II.

Ponadto Ang (1-7) moze powstaé w wyniku bezposredniego przeksztalcenia z Ang I
z udziatem neprylizyny (NEP) lub propyl-endopeptydazy (PEP) albo alternatywnie z Ang (1-9),
powstatej z Ang | przy udziale ACE 2 i nastepczej eliminacji koicowego dwupeptydu przez ACE
lub NEP1485,

Ang (1-7), z uwagi na swoja zapobiegawcza role w rozwoju schorzen sercowo-
naczyniowych, stata sie obiektem wielu badan. Uwaza sie, zZe gtéwne oddziatywanie Ang (1-7) na
organizm odbywa sie za posSrednictwem receptora Mas zwigzanego z biatkiem G. Genetyczne
usuniecie receptora Mas powoduje pogorszenie funkcji skurczowej w odpowiedzi na

uszkodzenie niedokrwienno-reperfuzyjne oraz zwiekszone odktadanie kolagenu w sercu
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wtérnie do wysitku fizycznego. Wykazano réwniez, ze u szczuré6w z nadci$nieniem tetniczym
trening fizyczny zwiekszat ilo§¢ wytwarzanej Ang (1-7) oraz ekspresje receptora Mas.

Nadekspresja ACE 2 i nastepcze zwiekszone wytwarzanie Ang (1-7) w niewydolnym
sercu wydaje sie by¢ mechanizmem kompensacyjnym majgcym za zadanie przeciwstawianie sie
szkodliwym wptywom Ang II. Aktywacja receptora Mas przez Ang (1-7) przeciwdziata zaleznej
od Ang II fosforylacji ERK 1/2 i wtdrnej proliferacji oraz ré6znicowaniu fibroblastow w sercusge.
Dodatkowo Ang (1-7), poprzez zalezng od wapnia synteze tlenku azotu (NO, ang. nitric oxide)
i inicjacje aktywacji (zaleznej od 3',5'-cyklicznego guanozynomonofosforanu (cGMP, ang. 3',5'-
cyclic guanosine monophosphate)) szlaku sygnatlowego kalcyneuryny i jadrowego czynnika
aktywowanych komoérek T (NFAT; ang. nuclear factor of activated T-cell), przeciwdziata
indukowanemu przez Ang Il przerostowi kardiomiocytéw8? 88,

Wzrastajgca ilo$¢ dowodow dla korzystnego oddziatywania Ang (1-7) na tkanke mie$nia
sercowego zapoczatkowata serie badan wykorzystujacych niepeptydowego agoniste receptora
Mas - AVE-09918°. Ograniczat on rozwd6j niedokrwiennej niewydolno$ci serca%, przebudowe
mies$nia serca w przebiegu hiperglikemii, podaz Ang II czy stres oksydacyjny9! 92 93,

W eksperymentalnym modelu nadci$nienia tetniczego podanie antagonisty receptora
Mas (A-779) powodowato ostabienie dziatania ACEI oraz ARB, co dodatkowo sugeruje, ze

Ang (1-7) moze przynajmniej czeSciowo odpowiadac za korzystne dziatanie tych lekdw94 95 9,

1.5.3. Angiotensyna 1-9

Jak juz wspomniano, ACE 2 jest zdolna takze do przeksztatcania Ang I w Ang (1-9), ktéra
stanowi kolejny element uktadu RAA. Przypisuje sie jej ochronng funkcje polegajaca na
zapobieganiu przebudowie mie$nia sercowego**. Moze ona ulega¢ dalszemu przeksztatceniu do
Ang (1-7) z wykorzystaniem ACE lub NEP97 oraz, w niektérych tkankach, do Ang II%.
Przeprowadzono badania w celu okre$lenia czy Ang (1-9) posiada wtasng aktywnos¢
biologiczng lub czy efekty jej dziatania sg wynikiem przeksztatcenia do Ang (1-7) badz Ang II.
W badaniu Ocaranza i wsp. wykazano, ze ciagly wlew Ang (1-9) po zawale serca moze
zapobiega¢ przerostowi kardiomiocytdw oraz, ze powoduje spadek aktywnos$ci ACE i obniZenie
poziomu Ang II w surowicy. Dzialanie to nie bylo znoszone przez jednoczesne podanie
antagonisty receptora Mas, co wskazuje raczej na brak zaangazowania Ang (1-7). Dodatkowo,
pokazano, ze podanie po zawale serca sartanu lub leku hamujacego enzym konwertujgcy
angiotensyne (ACEI) zwiekszato stezenie Ang (1-9) w surowicy, co dodatkowo moze sie wigzac
z zapobieganiem przerostowi mie$nia sercowego®°.

Wykazano, ze Ang (1-9) ma zdolno$¢ wigzania sie z receptorem AT2. Zaobserwowano,

Ze podanie antagonisty tego receptora znosito pozytywny, ograniczajacy przerost miokardium,
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efekt dziatania Ang (1-9). Takie obserwacje sugeruja, Ze dziatanie kardioprotekcyjne tej
angiotensyny moze odbywac¢ sie w duzej czesci za posrednictwem receptora AT2. Z drugiej
jednak strony, powinowactwo Ang (1-9) do receptora AT2 jest ok 100-krotnie nizsze niz Ang II,
co rodzi pytanie, czy stezenie in vivo Ang (1-9) jest wystarczajace do pobudzenia receptora
AT2100,

Wydaje sie, Ze naczyniorozszerzajace dziatanie Ang (1-9) jest zalezne nie tylko od
receptora AT2, ale tez od $rédbtonka naczyniowego i produkcji tlenku azotu. Diugotrwate
podawanie Ang (1-9) szczurom z nadci$nieniem tetniczym spowodowato jego obnizenie, a takze
ograniczenie przerostu mieSnia serca i $ciany aorty, zahamowanie stresu oksydacyjnego
i produkcji czynnikow wzrostowych (np. TGF-f1) oraz zmniejszenie odktadania kolagenu,
co ostatecznie przyczynito sie do poprawy funkcji serca i $rédblonka naczyniowego.
Dowiedziono, Ze wymienione korzystne dziatanie Ang (1-9) byto zwigzane z jej oddziatywaniem
na receptor AT2 oraz byly niezalezne od osi Ang (1-7)-receptor Mas. Warto jednak zaznaczy¢, ze
obserwowane efekty mogty nie wynika¢ jedynie z bezposredniego dziatania Ang (1-9), ale

wystepowac wtérnie do obnizenia ci$nienia tetniczego101.

1.5.4. Inne angiotensyny

1.5.4.1.Ang (2-8) / Ang 111

Angiotensyna Il (Ang III), zwana tez angiotensyng (2-8), jest wytwarza w wyniku
enzymatycznego przeksztatcenia angiotensyny Il w reakcji z udzialem aminopeptydazy A (APA;
ang. aminopeptidase A). Ang Il wykazuje podobne do Ang Il oddziatywanie na organizm,
posiada powinowactwo do receptorow AT1 i AT2102, Ang III dziata przede wszystkim w obrebie
mozgu, gdzie wplywa na wzrost ci$nienia tetniczego, zwieksza wydzielanie aldosteronu i
wazopresyny oraz wzmaga pragnienie i apetyt sodowy103 104,

Badania doswiadczalne na szczurach po zawale mies$nia serca, wskazuja, Ze zaré6wno
APA jak i Ang IIl w mézgu moga ogrywac kluczowa role we wzmozonej aktywnos$ci wspotczulne;j
(ang. sympathetic hyperactivity) oraz w rozwoju pozawatowej dysfunkcji lewej komory. Podanie
do OUN inhibitora APA (RB150) poprawiato funkcje lewej komory. Podanie losartanu
wywotywato podobny, lecz mniej wyrazny efekt, bez wptywu na aktywno$¢ APA. By¢ moze
RB150 stanie sie potencjalnym kandydatem w terapii celowanej u pacjentow po zawale mies$nia
sercalos,

Istnieja jednak réwniez prace wskazujace na odmienng role Ang IIl. Wykazano, ze za
posrednictwem receptoréw AT2 oraz kanaléw potasowych wrazliwych na ATP(Karp) zapobiega

ona niedokrwiennemu uszkodzeniu mie$nia sercale.
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1.5.4.2.Ang (3-8) / Ang IV

Angiotensyna IV (Ang IV) powstaje z Ang Il w wyniku reakcji z udziatem
aminopeptydazy N (APN; ang. aminopeptidase N). Cze$¢ jej oddzialywan odbywa sie za
posrednictwem receptora AT1 i AT2, jednak wiekszo$¢ biologicznej aktywnosci jest zwigzana
z przylaczaniem do swoistego receptora dla angiotensyny IV (receptor AT4) nazwanego takze
aminopeptydaza regulowana przez insuline (IRAP; ang insulin-regulated aminopeptidase)
o strukturze biatka przezbtonowego typu 2107,

Poprzez analize ekspresji genu i reakcje immunochemiczne wykryto obecno$¢ IRAP
w wielu tkankach: OUN, sercu, nerkach, $rédbtonku, miesniach gtadkich naczyn, mie$niach
szkieletowych czy adipocytach!%8. Ang IV zostata uznana za peptyd wywierajacy pozytywny
wptyw na aktywnos$¢ osrodkowego uktadu nerwowego (OUN), poprzez zwiekszanie zdolnosci
uczenia i zapamietywanial0 110, Aktywno$¢ IRAP jest takze istotnym czynnikiem regulujgcym
wytwarzanie takich neurohormonéw jak wazopresyna i oksytocynatll.

Sugeruje sie tez udziat Ang IV w rozwoju choréb sercowo-naczyniowych poprzez wptyw
na wzrost fibroblastow w sercu, komoérek s$rédbtonka naczyniowego oraz miesni gtadkich
naczyn (VSMC; ang. vascular smooth muscle cells)!12. Jest to spowodowane gtéwnie zdolnoscia
Ang IV do aktywacji NF-kB i zwiekszenia produkcji czynnikéw prozapalnych jak MCP-1, I[CAM-1,
IL-6, TNF-a, jak roéwniez zwiekszenia syntezy czynnika prozakrzepowego - inhibitora

aktywatora plazminogenu typu 1113 114,

1.5.4.3.Ang (1-12)

Zidentyfikowano takze angiotensyne 1-12 - peptyd sktadajacy sie z 12 aminokwaséw
pochodzacych z N-konica czasteczki angiotensynogenu, ktérego obecno$¢ wykryto w licznych
tkankach mezodermalnych!!s. Ang (1-12), w wyniku lokalnej aktywno$ci enzymatycznej
chymazy i neprylizyny, moze by¢ przeksztatcana w sercu do Ang Il i Ang (1-7) w mechanizmie

niezaleznym od reniny?!16,

1.6. Receptory dla angiotensyn

Omoéwione peptydy wywieraja wielokierunkowe dziatanie regulacyjne na uktad
sercowo-naczyniowy za posrednictwem szeregu receptoréw m.in. receptoréw AT1, AT2, AT4.
oraz receptora Mas (MasR; ang. MAS receptor).

Przekazywanie sygnatu przez angiotensyne Il odbywa sie gléwnie z udziatem dwdch
gtownych receptoréow AT1 i AT2. Naleza one do wspdlnej rodziny siedmio-helikalnych
receptoréw transbtonowych sprzezonych z heterotrimerycznymi biatkami G zbudowanymi

z trzech podjednostek: a (potaczonej z guanozyno-5’-difosforanem (GDP; ang. guanosine 5’-
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diphosphate)), B i y. Wykazano, Ze pomiedzy tymi receptorami jest tylko ok. 34 procentowa
homologia sekwencji. Uwaza sie, ze aktywacja receptoréw AT1 i AT2 rozpoczyna rézne szlaki

sygnatowe i powoduje odmienne efekty!17.

1.6.1. Receptor AT1 (AT1R)

Receptor AT1 jest glikoproteing btonowg obecng w wielu tkankach. Jego gen zostat
zlokalizowany na chromosomie 3. W badaniach na zwierzetach wykryto dwa podtypy tego
receptora ATi. oraz ATi, posiadajace podobne rozmieszczenie i wtasciwosci farmakologicznie.
Jest on sprzezony z réznymi biatkami G, m.in. z Gq/11, Gijo, Gai2, Gaz inicjujgcymi odmienne
kaskady sygnatowe. Aktywacja AT1R i jego potaczenia z biatkiem Gq/11 powoduje stymulacje
fosfolipazy C (PLC; ang. phospholipase C) katalizujacej hydrolize fosfatydyloinozytolu
z wytworzeniem diacyloglicerolu (DAG; ang. diacylglycerol) - aktywujacego kinaze biatkowa C
(PKC; ang. protein kinase C) oraz trifosforanu inozytolu (IP3;; ang. inositol triphosphate) -
powodujacego otwarcie kanatéw wapniowych 1 uwolnienie wapnia z siateczki
$rédplazmatycznej. Ang Il powoduje takze aktywacje fosfolipazy D (PLD; ang. phospholipase D),
w wyniku czego dochodzi do hydrolizy fosfatydylocholiny z wytworzeniem choliny i kwasu
fosfatydowego, bedacego prekursorem wspomnianego wcze$niej DAG prowadzac do aktywacji
PKC. Dalsze przekazywanie sygnatu zaleznego od uwolnionych jonéw wapnia w potaczeniu
aktywacja PKC jest powiazane z efektem naczynioskurczowym oraz przerostem mie$nia serca.
Ang II aktywuje takze fosfolipaze A, (PLA2; ang. phospholipase A2), co prowadzi do produkc;ji
kwasu arachidonowego (AA, ang. arachidonic acid), z ktérego powstaja m.in. prostaglandyny
odpowiadajace za wzrost komoérek mies$ni gtadkich naczyn i przerost miesnia sercalls.

Aktywacja AT1R i jego potaczenia z biatkiem G/, hamuje synteze 3’ ,5 -cyklicznego
adenozynomonofosforanu (cAMP, ang. 3',5'-cyclic adenosine monophosphate) wywierajac na tej
drodze efekt naczynioskurczowy. Aktywacja AT1R i jego potaczenia z biatkami Ga12/13 powoduje
z kolei otwarcie kanaléw wapniowych typu L i wzrost naptywu dokomérkowego jonow

wapniall?,

1.6.2. Receptor AT2 (AT2R)

Tkankowa dystrybucja receptora angiotensynowego typu 2 (AT2R; ang. angiotensin type
2 receptor) zmienia sie podczas rozwoju osobniczego. Wykryto jego wysoka ekspresje
w tkankach ptodu, ktéra stopniowo maleje po urodzeniu. U dorostych osobnikow,
w przeciwienistwie do AT1R, tkankowa lokalizacja AT2R jest bardzo rozproszona. Jego
zwiekszong ilo$¢ wykryto m.in. w §rédbtonku naczyniowym, nerkach i mézgu. Wykazano takze,
ze niedokrwienne uszkodzenie serca i OUN prowadzi do zwiekszonej ekspresji AT2R

w wymienionych tkankach!20. Wystepowanie AT2R w komoérkach mie$ni gtadkich naczyn
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krwionos$nych i srédbtonku naczyniowym moze mie¢ znaczenie w przecigzeniu ci$nieniowym
serca i uszkodzeniu naczyn krwiono$nych121,

Przekazywanie sygnatu wywotane aktywacja AT2R pozostaje nadal do kornica
niewyjasnione. Wykazano obecno$¢ trzech gléwnych szlakéw wykorzystujacych aktywacje
biatek G. Jest to aktywacja specyficznych serynowo-treoninowych fosfataz biatkowych (np. SHP-
1; ang. (SH2) domain-containing phosphatase 1) odpowiedzialnych za defosforylacje biatek.
Dodatkowo, stwierdzana jest aktywacja szlaku NO/cGMP, stymulacja fosfolipazy A2 i uwolnienie
kwasu arachidonowego. Aktywacja AT2R, poprzez =zapoczatkowanie defosforylacji
odpowiednich kinaz biatkowych, przeciwdziata niekorzystnym efektom wywieranym przez
czynniki wzrostowe uwolnione w wyniku pobudzenia AT1Ré61.

Aktywacja AT2R prowadzi do rozszerzenia naczyn krwiono$nych w mechanizmie
zaleznym od bradykininy i produkcji NO122 123 124,

Biorac pod uwage zwiekszenie ekspresji AT2R w warunkach patologicznych wydaje sie,
Ze jest on potencjalnym celem terapeutycznym leczenia nadci$nienia tetniczego, udaru

i uszkodzenia sercal?s.

1.7. Aldosteron

Aldosteron wywiera negatywny wptyw na uktad sercowo-naczyniowy poprzez
powodowanie przerostu i wtdknienia mie$nia sercowego, jak réwniez przebudowe i widknienie
naczyn krwiono$nych12s,

Wydzielanie aldosteronu jest regulowane m.in. przez Ang II, hiperkaliemie, hormon
adrenokortykotropowy (ACTH; ang. adrenocorticotropic hormone) oraz stezenie jonéw sodu
W surowicy27,

Zablokowanie receptorow dla aldosteronu, poprzez podanie spironolaktonu Ilub
eplerenonu, obniza ciSnienie tetnicze i zmniejsza albuminurie. Ma korzystne dziatanie
u pacjentéw z niewydolnoscig serca, zawatem mies$nia serca lub powiktaniami naczyniowymi

zwigzanymi z cukrzycgl2s,

2. Tkankowy system RAA

W wielu badaniach wykazano istnienie dwéch niezaleznych uktadéw RAA: nerkowo-
osoczowego i tkankowego129 130, W jednym z badan wprowadzono szczurom ludzki gen ACE do
tetnicy szyjnej. W okolicy podania zaobserwowano zwiekszone wytwarzanie Ang Il oraz wzrost
mies$ni gltadkich naczyn. Powyzszy efekt naczyniowy byl niezalezny od systemowego uktadu
RAA i nie mial wptywu na systemowe ci$nienie tetnicze. Wcze$niejsze dootrzewnowe podanie

leku blokujacego receptory AT1 (losartanu) spowodowato zniesienie obserwowanego efektu?31.
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Obecno$¢ obu uktadéw ttumaczy skutecznos$¢ leczenia nadcis$nienia tetniczego za
pomocg ACEI oraz ARB u pacjentéw z prawidtowym stezeniem reniny i Ang Il w osoczu. Trudno
jest jednak rozdzieli¢ aktywno$¢ Ang Il osoczowej od tej wytwarzanej lokalnie, poniewaz efekty

ich dziatania wydaja sie by¢ zblizone.

3. Leki modulujace aktywnos$¢ uktadu RAA

Do lekéw bezposrednio wptywajacych na aktywnos$¢ uktadu RAA naleza miedzy innymi:
inhibitory enzymu konwertujacego (ACEI; ang. angiotensin-converting enzyme inhibitors), leki
blokujace receptor AT1 - sartany (ARB; ang. angiotensyn II receptor blockers), a takze leki
bedace antagonistami receptora mineralokortykotropowego (MRA; ang. mineralocorticoid
receptor antagonist).

Dodatkowo, na aktywnos$¢ tego uktadu wptywaja takze inhibitory reniny (aliskiren)
i beta-adrenolityki, ktére hamuja uwalnianie reniny w wyniku blokowania receptoréw beta 1
w aparacie przyktebuszkowym nerek!32.

Modulujagcy wptyw na aktywno$¢ uktadu RAA majg wptyw takze inne grupy lekow,
np. przez zmiane objeto$ci krwi krazacej (leki moczopedne), jak réwniez przez bezposrednie
rozszerzenie naczyn tetniczych. Zastosowanie np. hydralazyny powoduje, wtérne do
rozszerzenia naczyn i spadku ci$nienia tetniczego, zwiekszenie wydzielania reniny133.
Interesujace jest, ze lek ten podany szczurom zmniejsza réwnieZz przyjmowanie wody
stymulowane dozylnym podaniem reniny i powoduje obniZenie stosunku Ang II/aktywnos$é
reninowa osocza (ARO; ang. PRA - plasma renin activity). Wydaje sie wiec, Zze hydralazyna
posiada dodatkowe dziatanie na uktad RAA poprzez spadek syntezy Ang Il i/lub zwiekszenie jej

klirensu134,

3.1. ACEI

ACEI zostaty podzielone w oparciu o chemiczng strukture ugrupowania wigzacego cynk,
za pomocg ktérego 1acza sie z miejscem aktywnym ACE. Moze ono zawiera¢ grupe
sulthydrylowa (-SH), karboksylowa (-COOH) albo reszte kwasu fosfinowego (-PH202; np.
aktywny metabolit fosinoprilu (fosinoprilat)). ACEI z wyjatkiem kaptoprilu i lisinoprilu sg
prolekami ulegajacymi, po wchtonieciu z przewodu pokarmowego, przeksztatceniu do formy
aktywnej13s 136,

Pierwszym wprowadzonym ACEI jest kaptopril. Lek ten oraz aktywny metabolit
zofenoprilu (zofenoprilat) posiadaja w swojej budowie grupe sulfhydrylowa, ktéra moze

odpowiada¢ m.in. za ich dziatanie antyoksydacyjne i korzystny wpltyw na funkcje sré6dbtonka, ale
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takze za obecno$¢ charakterystycznych dziatan niepozadanych, jak np. powstawania zmian
skérnych137 138,

Mechanizm dziatania tej grupy lekéw polega na hamowaniu enzymu przeksztatcajacego
angiotensyne 1 w I, co w efekcie prowadzi do spadku stezenia Ang II, a tym samym do
ograniczenia wielu opisanych wyzej niekorzystnych efektéw jej dziatania.

Dodatkowo, ACElI hamuja degradacje bradykininy, ktéra taczac sie ze swoistymi
receptorami B1 i B2 powoduje wzrost syntezy prostacykliny i tlenku azotu w $rédbtonku
naczyniowym. Odpowiedzialna jest jednak takze za wystepowanie takich dziatan niepozadanych
jak kaszel i obrzek naczynioruchowy139 140,

Inne gtéwne dziatania niepozadane ACEI sg zwigzane bezposrednio lub posrednio z ich
wpltywem na zmniejszone wytwarzanie Ang Il i obejmuja m.in. niedoci$nienie, ostra
niewydolnos$¢ nerek, hiperkaliemie jak réwniez zaburzenia rozwoju ptodul4l,

Inhibitory enzymu konwertujacego angiotensyne sg powszechnie stosowane w leczeniu
nadci$nienia tetniczego jak réwniez jego gtéwnych powiktan w postaci: zawatu mies$nia serca
(m.in. badania SAVE, AIRE, and TRACE)!42, przewlektej niewydolnosci serca z obnizona frakcja
wyrzutowg (m.in. badania ATLAS!43, CONSENSUS!44, SOLVD145) oraz przewlektej choroby nerek
(np. badanie REIN)4s,

Do najwazniejszych przeciwskazan do stosowania omawianej grupy lekéw nalezy
przebyty obrzek naczynioruchowy i cigza. Na uwage zastuguje oméwienie stosowania ACEI przy
istnieniu obustronnego zwezenia tetnic nerkowych lub jednostronnego zwezenia jedynej
czynnej nerki. Ostatnie wytyczne PTNT oraz ESC/ESH (Europejskie Towarzystwo
Kardiologiczne; ang. European Society of Cardiology/Europejskie Towarzystwo Nadci$nienia
Tetniczego; ang. European Society of Hypertension) dotyczace leczenia nadci$nienia tetniczego
podtrzymujg zalecenia, Ze stosowanie tych lekdw w omoéwionej sytuacji jest przeciwskazane, co
jest zgodne znajczestszg praktyka kliniczng!4’ 148, Duza ostrozno$¢ terapeutyczna i Sciste
monitorowanie leczenia wymagane sa przy wspotistniejacej istotnej hiperkaliemii oraz
niedoci$nieniu. Warto zaznaczy¢, ze istnieja rozbieznosci w réwnowaznych wytycznych
wydanych przez ESC dotyczace stosowania ACEI i ARB w obustronnym zwezeniu tetnic
nerkowych. Wedlug wytycznych dotyczacych rozpoznawania i leczenia chordb tetnic
obwodowych mozna rozwazy¢ takg terapie pod warunkiem dobrej tolerancji i Scistego
monitorowania leczenial49 150 151,

ACEI oraz ARB skuteczniej niz pozostate leki hipotensyjne zmniejszaja albuminurie oraz
spowalniaja progresje przewlektej choroby nerek. Leczenie w przypadku tagodnie uposledzonej
funkcji nerek nalezy rozpoczyna¢ od matych dawek, natomiast przy eGRF <30ml/min/1,73m?

prowadzi¢ pod nadzorem nefrologal+’.
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3.2. ARB

Leki blokujace receptor dla angiotensyny Il zwane sartanami hamujg dziatanie Ang II
poprzez wigzanie i zablokowanie jednego z gléwnych typéw receptoréw - AT1R. Stosowane
obecnie sartany ro6znig sie miedzy soba budowa chemiczna. Charakterystyczne jest
wystepowanie podwojnego pierscienia fenylowego i grupy tetrazolowej w czasteczce losartanu,
walsartanu, irbesartanu, kandesartanu i olmesartanu. W budowie telmisartanu grupa
tetrazolowa jest zastgpiona resztg karboksylowg, natomiast w przypadku eprosartanu zamiast
catego wspomnianego ugrupowania wystepuje kwas benzoesowy?152.

Kandesartan, olmesartan oraz losartan wystepujg w postaci prolekow i ulegajg
przeksztatceniu w watrobie do formy aktywnej, natomiast eprosartan, irbesartan, telmisartan
i walsartan wystepujg w postaci aktywnej. ARB ré6znig sie miedzy soba m.in przyswajalnoscia,
metabolizmem oraz okresem pottrwania. Losartan charakteryzuje sie krétkim, okoto
dwugodzinnym okresem poéttrwania, ale czeSciowo jest metabolizowany do bardziej aktywnego
metabolitu o okresie péttrwania wynoszacym 6-9 godzin. Telmisartan jest najdtuzej dziatajgcym
sartanem o ok. 24-godzinnym okresie p6ttrwanialss.

Okoto 20-30% obecnej w ustroju Ang Il jest produkowana alternatywnymi szlakami
metabolicznymi z pominieciem ACE, np. z wykorzystaniem chymazy. Zastosowanie sartanow
daje mozliwo$¢ zablokowania sygnatu zapoczatkowanego przez wytworzong w ten sposéb Ang
Il na poziomie jej receptorals* 155,

Hamowanie receptora AT1 jest kluczcowym mechanizmem dziatania sartanéw. Receptor
AT1 obecny jest w wielu tkankach m.in. w sercu, nerkach, moézgu, nadnerczach, naczyniach
krwiono$nych, jak i na powierzchni ptytek krwi. W mechanizmie sprzezenia zwrotnego sartany
zwiekszajg ilo$¢ krazacej Ang 11, a tym samym nasilajg jej dziatanie na niezablokowane receptory
typu 2 (AT2). Zwiekszone pobudzenie receptora AT2 moze nasila¢ dziatanie hipotensyjne
sartan6w. Pewne znaczenie ma takze zwiekszone wytwarzanie Ang (1-7) przy udziale enzymu
typu 2 konwertujgcego angiotensyne (ACE2; ang. angiotensin-converting enzyme type 2)
i aktywacja receptora MAS154,

Sartany naleza do jednej z gtéwnych grup lekéw stosowanych w leczeniu schorzen
uktadu sercowo-naczyniowego m.in. poprzez dziatanie kardio- i nefroprotekcyjne. Korzystng
role sartanéw w leczeniu nadci$nienia tetniczego, jak rdéwniez niewydolnosci serca
potwierdzono w duzych badaniach Kklinicznych m.in. ONTARGET?56 (dla telmisartanu) oraz
VALUE?57, VAL-HEFT158, VALIANT!5 (dla walsartanu), CHARM!160 i CATCH!é! (dla kandesartanu).

Nefroprotekcyjny efekt ARB zwigzany jest m.in z antagonistycznym do Ang II,
naczyniorozszerzajacym dziataniem w zakresie tetniczki odprowadzajacej nefronu, co prowadzi
do zmniejszenia nerkowej hiperfiltracji i przesaczania biatka. Korzystne nerkowe dziatanie

sartan6w potwierdzono m.in. w badaniach z losartanem (RENAAL), telmisartanem (DETAIL) czy
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walsartanem (MARVAL, VIVALDI). Jednocze$nie we wspomnianym badaniu ONTARGET
wykazano niekorzystny efekt taczenia ACEI z ARB powodujacy zwiekszong liczbe dziatan
niepozadanych (np. hipotensja, hiperkaliemia oraz pogorszenia funkcji nerek) jak réwniez
wieksza Smiertelnos$¢ catkowitgl62 163,

W cytowanym uprzednio badaniu VALUE oceniajgcym skuteczno$¢ walsartanu
wleczeniu nadci$nienia tetniczego, poza dzialaniem hipotensyjnym, zaobserwowano
dodatkowy Kkorzystny efekt metaboliczny w postaci rzadszego wystepowania cukrzycy
w poréwnaniu do grupy pacjentéow leczonych amlodyping. W kolejnym badaniu (NAVIGATOR)
przeprowadzonym w grupie ponad 9 tys. pacjentow z upos$ledzong tolerancjg glukozy,
stwierdzono, Ze stosowanie przez 5 lat walsartanu (z lub bez nateglinidu) wraz z modyfikacja
stylu zycia powoduje zmniejszenie incydentow cukrzycy o 14% w pordéwaniu do grupy
stosujacej placebo (z lub bez nateglinidu) réwniez z modyfikacjg stylu zycial64.

W ostatnich latach, w leczeniu niewydolnoSci serca coraz szersze zastosowanie znajduje
nowa czasteczka o nazwie LCZ696 bedaca potaczeniem walsartanu i sakubitrylu. Sakubitryl jest
prolekiem metabolizowanym do czynnego inhibitora neprylizyny. Neprylizyna jest
odpowiedzialna za rozktad naturalnych peptydéw natriuretycznych-przedsionkowego (ANP;
ang. atrial natriuretic peptide) i moézgowego (BNP; ang. brain natriuretic peptide) oraz
bradykinin. Zahamowanie neprylizyny powoduje wiec wzrost natriurezy i relaksacji mie$nia
sercowego1es 166,

Degradacja bradykininy przez ACE nie jest hamowana przez ARB, tym samym polekowy
kaszel obserwowany przy stosowaniu ACEI pojawia sie znacznie rzadziej, jednakze opisano
pojedyncze przypadki jego wystapienialé’. Prawdopodobny mechanizm wyzwalania odruchu
kaszlu moze by¢ zwigzany ze zwiekszong aktywacja AT2R (opisang powyzej), ktéra prowadzi do
aktywacji szlaku bradykinina/tlenek azotu (NO; ang. nitric oxide)168.

Najwazniejsze przeciwskazania do stosowania ARB s3 podobne jak dla ACEI. Sartanéw
nie stosuje sie u kobiet w cigzy z uwagi na stwierdzone dziatanie teratogenne. Stwierdzony
obrzek naczynioruchowy po ARB, wystepujacy rzadziej niz w przypadku terapii ACEI, jest
réwniez przeciwskazaniem do dalszego ich stosowania. Podobnie jak w przypadku ACEI, nalezy
zachowac ostrozno$s¢ w stosowaniu ARB u pacjentéw z zaburzeniami funkcji nerek oraz

hiperkaliemig!4s,

3.3. MRA

Jadrowy receptor mineralokortykoidowy (MR; ang. mineralocorticoid receptor) reguluje
transkrypcje réznych genéw w odpowiedzi na przytaczenie ligandu - aldosteronu. Potaczenie

antagonisty do MR (MRA; ang. mineralocorticoid receptor antagonist) kompetycyjnie hamuje
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tworzenie kompleksu MR-aldosteron, co blokuje aktywacje receptora i dalsze efekty jego
dziataniale®.

Obecnie w praktyce klinicznej stosowane sg dwie substancje bedace antagonistami tego
receptora, spironolakton i eplerenon.

Spironolakton - starszy lek z tej grupy - charakteryzuje sie duzg aktywnos$cig wobec
receptora mineralokortykoidowego. Ma on jednak podobng strukture do progesteronu i poprzez
krzyzowa aktywno$¢ z plciowymi receptorami steroidowymi odpowiedzialny jest za
antyandrogenowe objawy niepozadane u mezczyzn, takie jak ginekomastia i zaburzenia
seksualne. U kobiet mogg pojawi¢ sie bolesno$¢ piersi i zaburzenia miesigczkowanial?o.
Dodatkowo, lek ten moze powodowac inne dziatania niepozadane, jak np. pogorszenie funkcji
nerek czy zaburzenia elektrolitowe i metaboliczne w postaci np. hiperkaliemii i hiperurykemii.
Spironolakton moze wchodzi¢ takze w interakcje z innymi lekami i zwiekszac ryzyko ich dziatan
niepozadanych. W leczeniu choréb sercowo-naczyniowych nalezy zwracac szczeg6lng uwage
m.in na zwiekszone ryzyko hiperkaliemii i pogorszenie funkcji nerek w terapii taczone;j
z ACEI/ARB. Lek moze takze zwiekszac¢ stezenie digoksyny w surowicy, jak rowniez fatszowac
jej laboratoryjne oznaczenie, co zdarza sie obecnie rzadko z uwagi na testy laboratoryjne
nowszych generacjil7! 172,

Lek drugiej generacji, eplerenon wykazuje mniejsze powinowactwo do MR. Wiaze sie
jednak bardziej wybiérczo z tym receptorem i dzieki temu zdecydowanie rzadziej wywotuje
wspomniane objawy niepozgdane charakterystyczne dla spironolaktonu. Jest tez lepiej
tolerowany, jednakze jego dziatanie hipotensyjne jest stabszel73 174,

Aldosteron, poprzez aktywacje MR, kontroluje homeostaze wodno-elektrolitowg
w organizmie. Receptor mineralokortykoidowy wystepuje w wielu narzadach, m.in. w nerkach,
w sercu, w mozgu i w naczyniach!’>. W nerkach aldosteron powoduje zwiekszenie resorpcji
sodu w kanaliku dystalnym nefronu oraz w cewce zbiorczej, powodujac wzmozone wydalanie
jonéw potasu i wodoru, co moze doprowadzi¢ do hipokaliemii oraz alkalizacji organizmu.
Aldosteron, w wyniku taczenia sie z MR, przyspiesza takze uszkodzenie m.in. serca, naczyn
i nerek nasilajgc w ich obrebie stres oksydacyjny, procesy zapalne, przerost i widknieniel’s.
Stosowanie spironolaktonu lub eplerenonu powoduje nie tylko zahamowanie dziatania
aldosteronu na gospodarke wodno-elektrolitowa, ale réwniez zapobiega uszkodzeniu
powyzszych narzadow 177. Korzystne dziatanie antagonistow aldosteronu w leczeniu
niewydolnosSci serca z upos$ledzona funkcja skurczowa lewej komory wykazano w wielu
badaniach klinicznych (m.in. EPHESUS, EMPHASIS-HF, RALES)178,

Rola MRA w leczeniu niewydolnosci serca z zachowana funkcja skurczowa lewej komory
(HFpEF; ang. heart failure with preserved ejection fraction) wcigz nie jest do korica wyjasniona

(TOPCAT) i wymaga dalszej oceny!’. Stwierdzono m. in. Ze terapia MRA u pacjentéw
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z bezobjawowa dysfunkcja rozkurczowa lub HFpEF poprawia funkcje rozkurczowa, jak réwniez
biochemiczne parametry wtoknienia serca, jednakze wptyw terapii na rokowanie odlegte, w tym
przezywalnos¢, nie zostal udowodniony?180.

Wykazano réwniez, ze dotaczenie eplerenonu do ACEI lub ARB zmniejsza albuminurie
i obniza ci$nienie tetnicze u pacjentdw z nadci$nieniem tetniczym i przewlektg chorobg nerek?st,

Trwaja obecnie badania nad zastosowaniem nowego antagonisty receptora
mineralokortykoidowego - finrenonu. Jest to zwigzek charakteryzujacy sie wyzszg
selektywnoscia do MR w poréwnaniu do spironolaktonu, jak réwniez wiekszym od eplerenonu
powinowactwem do MR. W przeprowadzonym badaniu ARTS-HF na grupie pacjentéw
z niewydolno$cig serca z towarzyszaca cukrzyca lub przewlekita choroba nerek, wykazano
podobna redukcje NTproBNP przy stosowaniu finrenonu w poréwnaniu do eplerenonu?8z,

W badaniach klinicznych wykazano takze korzystne dziatanie MRA w leczeniu
szczegblnych postaci nadci$nienia tetniczego, m.in opornego nadci$nienia tetniczego!83 184, ktore
moze by¢ wtérne do towarzyszacego obturacyjnego bezdechu $rédsennegol8s, jak rowniez

nadci$nienia zwigzanego z pierwotnym hiperaldosteronizmem (zespotem Conna)?8e.

3.4. Inhibitory reniny

Jak oméwiono wczesniej, przeksztatcenie angiotensynogenu w Ang I, dzieki aktywnosci
enzymatycznej reniny, jest kluczowym etapem produkcji Ang II. W oparciu o obserwacje
nadci$nienia naczyniowo-nerkowego, jak i ztosliwego nadcis$nienia tetniczego wykazano, zZe
nadmierna aktywno$¢ reniny jest gtéwna przyczyng nadci$nienia tetniczego.

Przyjmowanie ACEI lub ARB zwigzane jest ze zwiekszonym wytwarzaniem reniny i Ang [
w mechanizmie ujemnego sprzezenia zwrotnego. Tym samym, poszukiwanie substancji
hamujacych wytwarzanie reniny stato sie interesujacym celem w terapii. Obecnie jedynym
inhibitorem reniny stosowanym w praktyce Kklinicznej, jest aliskiren. Jako jedyny z lekow
hamujgcych uktad RAA zmniejsza stezenie Ang I oraz aktywno$¢ reninowag osocza (ARO)
w wyniku potaczenia i blokowania miejsca aktywnego czasteczki reniny, nie wptywa natomiast
na samo stezenie reniny. Skutecznos$¢ aliskirenu oceniono w kilku przeprowadzonych badaniach
klinicznych187. Nie wykazano dodatkowych istotnych korzysci ze stosowania aliskirenu
w potaczeniu z ACEI lub ARB w terapii oséb z cukrzyca typu 2 i nadciSnieniem tetniczym
(badanie ALTITUDE), jak réwniez w leczeniu niewydolnos$ci serca (badania ASTRONAUT,
ATMOSPHERE), stwierdzono natomiast wieksze ryzyko wystapienia dziatan niepozadanych
w postaci m.in. hiperkaliemii, hipotensji, pogorszenia funkcji nerek czy udaréw moézgu

niezakonczonych zgonem?188,
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Aliskiren jest dopuszczony przez Europejska Agencje Lekéw i przez amerykanska
Agencje Zywnosci i Lekéw (FDA; ang. Food and Drug Administration) w leczeniu nadci$nienia
tetniczego. Warto zauwazy¢, ze w chwili obecnej aliskiren nie znajduje sie w europejskich
wytycznych (wytyczne ESC/ESH) leczenia nadci$nienia tetniczego, natomiast jako jeden w wielu
preparatéw znajduje sie na liscie stosowanych lekéw w wytycznych amerykanskich
(ACC/AHA) 189, Aliskiren pozostaje wiec alternatywa w leczeniu nadciS$nienia u 0s6b
z nietolerancjg ACEI oraz ARB, jak rowniez u oséb z wysoka aktywnos$cig reninowa osocza,

jednak doktadne efekty i bezpieczenstwo tego leczenia wymaga dalszych badan.

4. Srédbtonek naczyniowy - fizjologia i patologia

Srédbtonek naczyniowy zbudowany jest z pojedynczej warstwy komoérek o lacznej
powierzchni ponad 1000 m?i masie ok. 1,5 kg. WySciela on od wewnatrz cate drzewo
naczyniowe. Z uwagi na swojg rozpieto$¢, wyjatkowe potozenie od strony ptynacej krwi oraz
aktywno$¢ metaboliczng, mozna uzna¢ go za osobny rozproszony organ endokrynny, ktory
w dynamiczny spos6b wspétdziata z pozostatymi narzgdamiloo,

Srédbtonek, poprzez wytwarzanie szeregu substancji o dziataniu zaréwno lokalnym, jak
i odlegtym, posredniczy w regulowaniu napiecia $ciany naczynia, utrzymaniu miejscowej
réwnowagi pomiedzy czynnikami pro- i przeciwzapalnymi, pro- i przeciwzakrzepowymi.

Oddziatuje takze z komérkami krwi krazacej i uczestniczy w tworzeniu nowych naczyn191.

4.1.Czynnos¢ srodbtonka

4.1.1. Aktywacja Srédbtonka

Aktywacje $rodbtonka pierwotnie opisano jako zjawisko zwiekszonego przylegania
leukocytéw do wyhodowanych komoérek srodbtonka w nastepstwie ekspozycji na dziatanie
czynnikéw prozapalnych92 193, Nastepnie definicja ta zostala rozszerzona o zaobserwowane
zmiany fenotypowe, jak zaburzona reaktywnos¢ ptytek krwi, zwiekszone napiecie naczyniowe,
czy utrata funkcji barierowej. Zgodnie z tymi zalozeniami, nieaktywowany $rédbtonek
wykazuje wlasciwosci antyadhezyjne, naczyniorozszerzajace i przeciwptytkowe. W wyniku
aktywacji nabiera on wtasciwosci prozakrzepowych, proadhezyjnych inaczynioskurczowych.
Aktywacja Srédbtonka jest procesem dynamicznym i ciagglym, zaleznym od lokalnych lub

ogolnoustrojowych czynnikow194.
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4.1.2. Funkcja wazodylatacyjna/wazokonstrykcyjna

Napiecie naczyniowe jest regulowane przez mechanizmy zalezne i niezalezne od
$réodbtonka. Komorki $rédbtonka s3 zdolne do uwalniania czynnikéw zaréwno
naczyniorozszerzajacych (np. tlenek azotu (NO; ang. nitric oxide), prostacyklina 2 (PGI, ang.
prostacyclin 2) $rédbtonkowy czynnik hiperpolaryzujacy (EDHF; ang. endothelium-derived
hyperpolarizing factor)), jak i naczynioskurczowych (np. endotelina, tromboksan A, (TxA2; ang.
thromboxane A2), czynnik aktywujacy sa ptytki (PAF; ang. platelet-activating factor)). Tlenek
azotu jest jedna z najwazniejszych czasteczek powstajacych w S$rdédbtonku, ktéra, poprzez
wptyw na VSMC, odpowiedzialna jest za rozszerzenie naczyn. NO wytwarzany jest przy udziale
srodbtonkowej izoformy syntazy tlenku azotu (eNOS; ang. endothelial nitro oxide synthase)
z L-Argininy (L-Arg; ang. L-Arginine). Z uwagi na swéj auto i parakrynny wptyw na organizm, NO
w istotny sposo6b bierze udziat w prawidtowym funkcjonowaniu uktadu sercowo-naczyniowego.
Chroni przed rozwojem miazdzycy i nadci$nienia tetniczego oraz ich powiktan19s.

Wraz z rozwojem chordb uktadu sercowo-naczyniowego i starzeniem organizmu
dochodzi do upos$ledzonego rozszerzania naczyn zwigzanego ze zwiekszonym uwalnianiem
przez S$rodbtonek czynnikéw naczynioskurczowych, ktérych Kkluczowym elementem s3
prostanoidy o dziataniu presyjnym niwelujace wazodylatacyjny efekt NO i PGI.. Zalezny od
$réodbtonka skurcz naczynia zwigzany jest z aktywacja S$rédblonkowych izoform
cyklooksygenazy i nastepczym wytworzeniem szeregu prostanoidéw na drodze przemian
w kaskadzie kwasu arachidonowego. W wyniku aktywacji receptora dla tromboksanu (TP; ang.
thromboxane prostanoid) przez TxA, w warstwie mie$ni gtadkich naczyn dochodzi nie tylko do
ich skurczu i proliferacji, ale takze do aktywacji ptytek krwi i srédbtonkowej reakcji zapalneji9e.

Istotne jest zachowanie réwnowagi pomiedzy NO a reaktywnymi formami tlenu
w patogenezie choréb sercowo-naczyniowych. Dlatego ocene funkcji $rodbtonka nalezy

analizowac biorgc pod uwage ich wzajemny stosunek, a nie bezwzgledne wartos$ci!?’.

4.1.3. Aktywnos¢ zapalna

Rekrutacja leukocytéw w miejscu toczacego sie zapalenia jest istotna dla prawidtowe;j
odpowiedzi przeciwzapalnej w schorzeniach uktadu sercowo-naczyniowego. Poznano role
poszczegblnych selektyn w komdrkach zapalnych i $rédbtonku. Przyktadowo, P-selektyna,
L-selektyna i ligand P-selektyny reguluja przeptyw neutrofildéw i monocytéw, podczas gdy
srodbtonkowa E-selektyna kontroluje szybkos¢ rolowania zapalnych monocytéw. Umozliwia to
sekwencyjne przenikanie leukocytéw do tkanek zapalnych. Sprzyja temu zwiekszona
przepuszczalno$¢ Srédbtonka podczas toczacego sie zapalenia $rédnaczyniowego198.

W wyniku zapalnej aktywacji monocytéw dochodzi do dalszego uwalniania cytokin

prozapalnych, takich jak np. interleukina 6 (IL-6), interleukina 1 beta (IL-18) czy TNF-alfa.
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Dochodzi do syntezy biatka C-reaktywnego (hsCRP; ang. high-sensitivity C-reactive protein) w
watrobie, jak réwniez pobudzenia S$rodbtonka do ekspresji czasteczek adhezyjnych
(wewnatrzkomérkowa molekuta adhezyjna (ICAM-1, ang. intercellular adhesion molecule),
czasteczka adhezyjna 1 komdrek naczynia (VCAM-1, ang. vascular cell adhesion molecule-1))199,

W wewnatrznaczyniowym procesie zapalnym istotna role odrywa takze lektynopodobny
receptor dla utlenowanych czasteczek LDL (LOX-1; ang. lectin-like oxidized low-density
lipoprotein), ktorego gesto$¢ na komoérkach $rédbtonka zwieksza sie pod wyptywem cytokin
prozapalnych, reaktywnych form tlenu, sit Scinajacych, jak i samych czasteczek LDL. Zwiekszona
synteze LOX-1 wykazano w nadci$nieniu tetniczym, cukrzycy i hipercholesterolemii200 201,
W wyniku zwiekszonej ekspresji VCAM-1, majacego powinowactwo do monocytéw
i limfocytow T, dochodzi do ich rekrutacji i dalszej propagacji wewnatrznaczyniowej reakcji
zapalnej. W potaczeniu ze zmniejszong biodostepnos$cia NO i zwigzang z tym zwiekszong
ekspresja biatka chemotaktycznego dla monocytéw (MCP-1, ang. monocyte chemoattractant
protein 1) powoduje to dalszg chemotaksje makrofagdw199 202,

W wyniku réznicowania monocytéw do makrofagéw pojawiajg sie na ich powierzchni
receptory zmiatajgce (SR-A; ang. scavenger receptors A), ktére odpowiadajg za wychwyt
utlenowanych czasteczek LDL (ox-LDL; ang. oxidized low-density lipoprotein). W ten spsob

powstajg komorki piankowate wspottworzace blaszke miazdzycowg203.

4.1.4. Aktywnos¢ pro-/przeciwzakrzepowa

Srédbtonek naczyniowy kontroluje produkcje i aktywno$¢ trombiny, a tym samym
odpowiada za aktywacje ptytek krwi i formowanie sie skrzepliny. Nasila on ekspresje inhibitora
szlaku czynnika tkankowego (TFPI; ang. tissue factor pathway inhibitor). Inhibitor ten jest
biatkiem przeciwzakrzepowym, ktére po potaczeniu z czynnikiem Xa hamuje aktywnos¢
kompleksu czynnik tkankowy/czynnik VIla uczestniczacego w aktywacji procesu krzepniecia.
Stad komorki srédbtonka moga wpltywaé hamujaco na proces powstawania trombiny?204,

Czynniki prozapalne moga zmniejsza¢ spoczynkowa przeciwptytkowa aktywnos¢
$rodbtonka. W  hodowlach komdrkowych dodanie lipopolisacharydu (LPS; ang.
lipopolysaccharide) lub odpowiednich cytokin prozapalnych powodowato zmniejszenie syntezy
trombomoduliny, tkankowego aktywatora plazminogenu i siarczanu heparanu z jednoczesnym
zwiekszeniem ekspresji czynnika tkankowego, PAI-1, produkcjg innych prozakrzepowych

czasteczek?05 206 207,
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4.1.5. Aktywnos$¢ angiogenna

Mechanizmy naprawcze uaktywniajgce sie w odpowiedzi na uszkodzenie Srédbtonka
zapobiegaja niekorzystnej przebudowie $ciany tetnic, tworzeniu zakrzepéw oraz rozwojowi
miazdzycy?208,

Gtowna cytoking odpowiedzialng z angiogeneze jest czynnik wzrostu S$rédbtonka
naczyniowego (VEGF; ang. vascular endothelial growth factor). W wyniku oddziatywania tej
cytokiny na odpowiednie, swoiste receptory dochodzi do proliferacji srédbtonka i dalszej
ukierunkowanej migracji komérek w procesie tworzenia naczyn krwionosnych. VEGF
wytwarzany jest przez szereg roznorodnych komorek, m.in. makrofagi, keratynocyty,
megakariocyty, ptytki krwi, komoérki guzéw nowotworowych, jak rowniez przez same komdrki
Srodbtonka w odpowiedzi m.in. na hipoksje209.

Ze wzgledu na kluczowa role zaréwno w fizjologicznym, jak i patologicznym
wytwarzaniu naczyn krwionosnych, VEGF jest istotnym punktem uchwytu w leczeniu
biologicznym wielu chorgb?210 211,

Angiostatyna jest endogennym inhibitorem wzrostu komoérek $rédbtonka
naczyniowego?12, Znanych jest kilka jej izoform, ktére stanowia cze$¢ czasteczki plazminogenu
i powstaja w wyniku jego proteolizy?13. Angiostatyna ogranicza neoangiogeneze w trakcie
wzrostu nowotwordw oraz w procesie tworzenia przerzutéw. Dzialanie to zwigzane jest
z hamowaniem czynnikéw wzrostowych powodujgcych migracje i rozrost komoérek
Srédbtonka?14,

W chwili obecnej dysponujemy coraz wieksza liczbg danych $wiadczacych o znacznie
szerszym dziataniu angiostatyny. Wykazano, ze zwiekszona ilo$¢ tej substancji w $cianie aorty
oraz w miokardium wptywa negatywnie na rozwoéj wieticowego krazenia obocznego u oséb
z choroba niedokrwienng serca i cukrzyca typu 2215, Egzogenna podaz angiostatyny ogranicza
aterogeneze i tworzenie neointimy?1¢. Co ciekawe, zastosowanie simwastatyny u 0séb z choroba
niedokrwienng serca i hipercholesterolemia powoduje zmniejszenie stezenia angiostatyny we
krwi217, Lepsze poznanie roli angiostatyny w patogenezie choréb uktadu sercowo-naczyniowego

wymaga jednak dalszych obserwacii.

4.2.Dysfunkcja srédbtonka

Dysfunkcja $rédbtonka jest definiowana jako utrata jego zdolnosci do kontrolowania
oporu naczyniowego w warunkach zmniejszonej biodostepnosci tlenku azotu, uposledzenie
wlasciwosci przeciwzakrzepowych i przeciwzapalnych oraz zwiekszenie przepuszczalnosci.

Czynnikami sprzyjajacymi rozwojowi dysfunkcji jest m.in. zwiekszona ilo$¢ krazacych
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reaktywnych form tlenu, obecnos$¢ cytokin prozapalnych, bakteryjnych endotoksyn, jak réwniez
wystepowanie wielu tzw. czynnikow ryzyka sercowo-naczyniowego?18,

Ocene funkcji sSr6dbtonka mozna wykona¢ w sposéb posredni i bezposredni. llosciowa,
bezposrednia ocena czynnos$ci srodbtonka moze by¢ wykonana przy pomocy dotetniczego
podania czynnika naczyniorozszerzajacego zaleznego od $rédbtonka. Taka substancja jest
acetylocholina. Ta metoda, z uwagi na swoéj inwazyjny charakter, nie jest powszechnie
wykorzystywana w praktyce kliniczne;j21.

Do nieinwazyjnej oceny funkcji sr6dbtonka mozna wykorzysta¢ metode wazodylatacji
zaleznej od przeptywu (FMD; ang. flow-mediated dilation), w ktorej, mierzy sie zmiane $rednicy
tetnicy ramiennej w badaniu ultrasonograficznym w odpowiedzi na reaktywne przekrwienie po
pieciominutowym zaci$nieciu a nastepnie zwolnieniu mankietu sfigmomanometru. W badaniu
funkcji Srodbtonka wykorzystywany jest takze laser Doppler, przy uzyciu ktérego oceniany jest
przeplyw krwi wodpowiedzi na opisane uprzednio reaktywne przekrwienie, lub
z wykorzystaniem przezskdrnego podania acetylocholiny przy uzyciu jonoforezy?22.

Kolejng nieinwazyjna metoda oceniajaca funkcje Srédbtonka jest pomiar obwodowej
tonometrii tetniczej z wykorzystaniem urzadzenia EndoPAT. Pozwala ono na pomiar
reaktywnos$ci naczyn w warunkach przekrwienia tkanek bez niedogodnosci towarzyszacych
klasycznym pomiarom ultrasonograficznym. EndoPAT pletyzmograficznie wykrywa zmiany
tetniczego przeptywu krwi w czujniku umieszczonym na palcu i szacuje obwodowe napiecie
tetnic (PAT; ang. peripheral arterial tonometry)?221,

W wyniku oddzialywania aldosteronu na srédbtonek naczyniowy dochodzi do rozwoju
wewnatrznaczyniowego procesu zapalnego, a w jego nastepstwie do dysfunkcji $rédbtonkaz22.
Jednym z mechanizméw tej dysfunkcji moze by¢ zmniejszenie ekspresji syntazy NO i spadek
biodostepnosci tlenku azotu?23. W wyniku przewlektej ekspozycji na aldosteron dochodzi takze
do aktywacji COX-2 niezaleznie od wartoSci ci$nienia tetniczego?2+.

Wykazano obecno$¢ wzajemnych zaleznoSci pomiedzy funkcja $rédbtonka
naczyniowego a aktywacja ukladu RAA oraz szlakéw metabolicznych zaleznych od
cyklooksygenazy (COX; ang. cyclooxygenase). Dysfunkcje $rédbtonka mozna ograniczy¢
zarowno poprzez zablokowanie receptora dla aldosteronu, jak réwniez poprzez hamowanie
aktywno$ci COX przy uzyciu selektywnych badz nieselektywnych inhibitoréw tego enzymu?22s,

Cyklooksygenza jest enzymem odpowiedzialnym za przeksztalcenie kwasu
arachidonowego do prostaglandyny G2 (PGG2), ktoéra nastepnie ulega redukcji do
prostaglandyny H2 (PGH2). Niestabilna PGH2 jest prekursorem szeregu zwigzkéw nazywanych
prostanoidami, wykazujacymi specyfike tkankowa. Przy udziale odpowiedniej izomerazy lub
reduktazy PGH2 jest przeksztalcana odpowiednio do prostaglandyny E2 (PGE2; ang.
prostaglandin E2) i prostaglandyny F2a (PGF2a; ang. prostaglandin F2a). Wyrézniono dwie
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gtowne izoformy COX. Pierwsza - endogenna, aktywna jest konstytutywnie (COX-1), druga
natomiast (COX-2) jest indukowana przy udziale czynnikéw zapalnych i mitogendéw?226,

Niesteroidowe leki przeciwzapalne (NSAIDs; ang. nonsteroidal anti-inflammatory
drugs), od czasu zidentyfikowania kwasu acytylosalicylowego (ASA; ang. acetylosalicic acid), sa
wiodacymi lekami przeciwbélowymi, przeciwgoraczkowymi, jak i przeciwzapalnymi. Hamuja
one aktywno$¢ cyklooksygenazy poprzez wigzanie z jej miejscem aktywnym. Jest to duza,
heterogenna grupa lekdw o zréznicowane;j sile i wybidrczosci dziatania wobec obu izoform COX.
Poszczegélne leki réznia sie rowniez profilem dziatan niepozadanych, biodostepnoscia oraz
ryzykiem istotnych klinicznie interakcji z innymi lekami.

Kwas acetylosalicylowy w matych dawkach - tzw. antyagregacyjnych - 75-150mg
wykazuje ok. 100 razy mniejsze powinowactwo do COX-2 niz do COX-1. W wiekszych dawkach,
powyzej 325mg, dziala podobnie na obie izoformy tego enzymu. W odréznieniu od innych
NSAIDs, po zwigzaniu z COX-1 i COX-2 ASA acetyluje seryne w centrum aktywnym tych
enzymoéw (Ser-529 dla COX-1 i Ser-516 dla COX-2), w wyniku czego dochodzi do trwatej zmiany
konformaciji i zablokowania miejsca aktywnego enzymu. Dodatkowo, w wyniku acetylacji COX-1
dochodzi do utraty jej aktywno$ci enzymatycznej, natomiast acetylacja COX-2 powoduje zmiane
jej aktywno$ci katalitycznej prowadzac m.in. do syntezy kwasu 15-hydroksyeikozateraenowego
(15-HETE; ang. 15-hydroxyeicosatetrenoic acid), ktéry z udzialem 5-lipoksygenzy jest
przeksztatcony do 15-epi-lipoksyny A4 o wtasciwosciach przeciwzapalnych?227,

Syntaza tromboksanu (TXAS; ang. thromboxane synthase) (EC 5.3.99.5), umiejscowiona
m.in. w ptytkach krwi i leukocytach oraz w wielu innych tkankach, odpowiedzialna jest za
przeksztatcenie prostaglandyny H2 do tromboksanu A2228. Zahamowanie aktywnos$ci TXAS
powinno dziata¢é korzystnie przez zmniejszenie syntezy tromboksanu i jednoczesne
przesuniecie szlaku przemiany kwasu arachidonowego w kierunku zwiekszonej produkcji PGI2.
Zastosowanie ridogrelu - syntetycznego inhibitora tego enzymu, nie potwierdzito jednak
powyzszych zatozen. Sugeruje sie, Ze zwiekszona ilo$¢ powstatych w ten sposéb prostaglandyn
G2 i H2 (PGG2 i PGH2; ang. prostaglandin G2 and H2) moze aktywowac swoiste receptory na
plytkach i sSr6dbtonku ostabiajac pozadane dziatania PGI2229.

Tromboksan wigze sie z receptorem TP, ktéry moze by¢ aktywowany réwniez przez inne
prostanoidy (np. PGG2, PGH2). Nie wykazano istotnych Klinicznie korzysci ze stosowania
terutrobanu - inhibitora dla tego receptora230. Podobnie pikotamin, zwiazek bedacy
jednocze$nie inhibitorem TAXS oraz receptora TP, wykazuje niewielkg skuteczno$¢ u pacjentow
z miazdzyca koniczyn dolnych oraz wspétistniejaca cukrzyca typu 2231,

Wykazano obecnos¢ wzajemnych powigzan pomiedzy szlakiem COX a aldosteronem.
W przypadku dysfunkcji srédbtonka indukowanej aldosteronem zaobserwowano zwiekszong

produkcje TxA,. Zablokowanie TP spowodowato zahamowanie rozwoju tej dysfunkcji.
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Podobnych efektow nie obserwowano jednak podczas hamowania syntezy tromboksanu.
Prawdopodobnie, TxA, pelni istotng role w rozwoju dysfunkcji srédbtonka w odpowiedzi na
aldosteron?2s.

W komorkach $rédbtonka naczyniowego gléwnym metabolitem powstajagcym w wyniku
przemian kaskady kwasu arachidonowego jest prostacyklina PGI,, ktéra powstaje w wyniku
enzymatycznego przeksztalcenia z prostaglandyny PGH, przez enzym nazywany syntazg
prostacykliny (PGIS; ang. prostacyclin synthase). Posiada ona silne wtasciwosci
naczyniorozszerzajace zaro6wno w Kkrazeniu systemowym, jak i ptucnym i hamuje agregacje
plytek krwi. Do rozszerzenia naczyn dochodzi w wyniku pobudzenia receptora dla PGI;
(receptora IP z metabotropowym uktadem transdukcji - sprzezonego z biatkiem Gs),
z nastepcza aktywacja cyklazy adenylowej. cAMP, aktywujac kinaze biatkowa A, fosforyluje
i inaktywuje kinaze tafcuchéw lekkich miozyny (MLCK; ang. myosin light chains kinase)
i prowadzi do relaksacji mies$ni gtadkich naczyn w wyniku defosforylacji ML(C232.

Okazuje sie jednak, ze w niektdrych narzadach, jak np. w ludzkich tetnicach
wiencowych233 czy w aorcie u szczurow?34, prostacyklina moze sprzyja¢ skurczowi naczyn
poprzez aktywacje receptora TP. Jest to ttumaczone wystepowaniem innych szlakéw transdukc;ji
sygnatu z odmiennym efektem metabotropowym na poziomie efektorowym?23s,

W  badaniu przeprowadzonym przez Husaina i wsp. oceniano wptyw
naczynioskurczowych czynnikdw powstajacych w wyniku aktywacji cyklooksygenazy na rozwoj
dysfunkcji $rédbtonka i jej odwracalno$¢ po zastosowaniu kwasu acetylosalicylowego?3s.
Badania przeprowadzono na osobach z rozpoznana miazdzyca tetnic wiencowych oraz
obcigzonych licznymi czynnikami ryzyka sercowo-naczyniowego. Wykazano, ze podaz kwasu
acetylosalicylowego wptywa na obwodowa wazodylatacje indukowang przez acetylocholine
u pacjentdéw z rozpoznang miazdzyca. Efekt ten jest prawdopodobnie zwigzany z hamowaniem
produkgji zaleznych od cyklooksygenazy czynnikéw naczynioskurczowych.

W kilku badaniach eksperymentalnych i klinicznych wykazano takze, ze sposrdd
selektywnych inhibitoré6w COX-2, jedynie celekoksyb zmniejsza dysfunkcje srédbtonka i stres
oksydacyjny nie wptywajac na normalizacje ciSnienia u zwierzat z nadci$nieniem
tetniczyma237 238 239,

Waznym czynnikiem odpowiedzialnym za rozwo6j dysfunkcji $rédbtonka jest proces
zapalny?40 241, Lipopolisacharyd pochodzacy ze $ciany komoérkowej bakterii jako superantygen,
jest silnym czynnikiem powodujacym zapalenie i dysfunkcje Srdédbtonka, szczegdlnie dobrze
wyrazong w ciezkich stanach klinicznych (np. sepsa)?42. Trwaja badania kliniczne (CIRT,
CANTOS) oceniajace mozliwo$¢ zastosowania leczenia przeciwzapalnego i immunosupresyjnego
(np. metotreksatu i przeciwciala monoklonalnego blokujacego IL-1b) celem poprawy funkcji

Srodbtonkaz43,
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Reaktywne formy tlenu odgrywaja istotna role w regulowaniu funkcji uktadu
naczyniowego. Powstate w wyniku utleniania tlenku azotu nadtlenoazotyny (ONOO-) nie tylko
zmniejszaja biodostepnos¢ tlenku azotu, ale takze upoS$ledzaja czynnos$¢ wydzielnicza
$rodbtonka naczyniowego?44.

Wraz z opisanym uprzednio wewnatrznaczyniowym procesem zapalnym indukowanym
przez aldosteron, zmniejszenie biodostepnosci tlenku azotu przez reaktywne formy tlenu
tworzy bledne koto =zaleznoSci prowadzace do postepujacej dysfunkcji Srédbtonka.
Przeprowadzone dotychczas badania nie potwierdzity jednoznacznie korzysci z podawania
doustnych antyoksydantéw na funkcje Srédbtonka. Ich potencjalna rola terapeutyczna wymaga

dalszych badanz4s,

5. Plytki krwi

Plytki krwi sa bezjadrzastymi elementami morfotycznymi wykazujacymi niezwyklg
aktywno$¢ metaboliczng. Ich rola w regulowaniu homeostazy uktadu sercowo-naczyniowego
wykracza daleko poza regulacje proces6w hemostazy. Biora one takze udzial w regulacji
systemowej odpowiedzi zapalnej, posrednio wpltywaja na wewnatrznaczyniowy metabolizm
tlenku azotu, a takze reguluja procesy neoangiogenezy i apoptozy. Poprzez bezposrednie
oddzialywanie z komoérkami $rdédbtonka reguluja jego czynnos$¢, wpltywajac na wszystkie
elementy jego fenotypu funkcjonalnego. Aktywacja S$rédblonka na drodze mechanizméw
parakrynnych wptywa z kolei na wlasciwosci ptytek i pozostatych elementéw morfotycznych
krwi246 247,

Waznym elementem interakcji pomiedzy $rédbtonkiem a czynnoscig plytek jest szlak
metaboliczny kwasu arachidonowego, wykazujacy ekspresje zaré6wno w ptytkach, jak
i Srodbtonku. Uwalniane do osocza produkty posrednie stanowig wspdélng pule regulujaca
zarowno procesy hemostazy, jak i kaskade zapalng na poziomie ogdélnoustrojowym. Ocena
aktywacji kaskady kwasu arachidonowego oddzielnie w ptytkach i w $rédbtonku w warunkach
in vivo jest praktycznie niemozliwa. Przyjmuje sie, ze tromboksan B2 jako stabilny, koncowy
metabolit przemiany kwasu arachidonowego, odzwierciedla aktywacje ptytek, za$ 6-keto-PGF-
lalfa odzwierciedla przemiane kwasu arachidonowego w S$rddbtonku, gdzie gtdéwnym jego
produktem jest prostacyklina248 249,

W warunkach zachowanej homeostazy ustrojowej uwalniane przez S$rédbtonek
prostacyklina oraz NO hamuja aktywacje ptytek i zapobiegaja ich agregacji. W przypadku
upos$ledzenia funkcji $rédbtonka i odstoniecia sktadnikéw Sciany naczyn w wyniku jej
uszkodzenia lub pekniecia blaszki miazdzycowej dochodzi do aktywacji ptytek i ich przylegania

do warstwy podsrédbtonkowej250.
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Plytki krwi w sposdéb ciggly wzmacniaja funkcje barierowa nieaktywowanego
$rodbtonka, natomiast podczas toczacego sie procesu zapalnego zwiekszajg jego
przepuszczalno$¢. Dodatkowo, hamujga one krwawienie w wyniku tworzenia czopu
hemostatycznego po uszkodzeniu $ciany naczynia?s1.

Ptytki moga wspiera¢ funkcje Srédbtonka naczyniowego na drodze wielu mechanizmoéw,
np. poprzez fizyczne blokowanie mozliwych przerw w linijnej ciggto$ci komérek endothelium?s2,
stymulowanie wzrostu komorek $rédbtonka 253 254, uwalnianie aktywnych substancji
z ziarnistosci ptytek wzmacniajacych funkcje barierowa?ss. Zaobserwowano takze, mniejsze
nasilenie obrzeku, jak i stabsze przenikanie leukocytéw w trombocytopenii2sé,

Ptytki moga wptywa¢ takze na wytwarzanie przez leukocyty tzw. neutrofilowych
putapek zewnatrzkomérkowych (NETSs; ang. neutrophil extracellular traps). Powstanie i rozwoj
NETs powoduje zwrotnie dalszg aktywacje i agregacje ptytek?s’. Dochodzi m.in. do interakc;ji
neutrofiléw i ptytek krwi. Jest to zjawisko bedace potaczeniem procesu zapalnego
i zakrzepowego, nazywane w literaturze angielskiej ,immunothrombosis”, petnigce istotng role
w zwalczaniu drobnoustrojéw?s8. Z drugiej strony moga one powodowac takze uszkodzenie
réznych tkanek?59. W badaniu na myszach, przetaczajac ptytki krwi, wyindukowano uszkodzenie
ptuc (TRALIL ang. transfusion-related acute lung injury) spowodowane wytwarzaniem NETs260,
L~Immunothrombosis” sprzyja takze rozwojowi zakrzepicy zyt gtebokich oraz przyczynia sie do
powstawania zakrzepicy zwigzanej z choroba nowotworowg?261 262,

We weczesnej fazie zapalenia aktywowane ptytki zwiekszaja przepuszczalno$¢ naczyn
poprzez wydzielenie m.in takich czynnikéw jak serotonina, naczyniowy czynnik wzrostu typu A
(VEGF-A; ang. vascular endothelial growth factor A) czy PAF. W dalszej kolejnosci ptytki nasilaja
rekrutacje i przenikanie leukocytéow. Dzieje sie to w wyniku wzrostu sekrecji odpowiednich
chemokin (np. RANTES; ang. Regulated on Activation, Normal T-cell Expressed and Secreted),
czynnika ptytkowego 4 - (PF4; ang. platelet factor 4)), nasilenia ekspresji i/lub aktywacji
czastek adhezyjnych na powierzchni leukocytow i komoérek $rédbtonka oraz wydzielania
cytokin prozapalnych263, Dodatkowo, interakcja ptytek z naczyniami objetymi zapaleniem oraz
z leukocytami wzmacniana jest przez odpowiednie receptory ptytkowe (np. GPVI, GPIbIX-V,
GPIIbllla, receptor dla P-selektyny). Glikoptoteina IIb/Illa (GP IIb/Illa; ang. glycoprotein
[Ib/111a) jest receptorem integrynowym nalezacym do najliczniej reprezentowanych na btonie
zewnetrznej i btonie ziarnistosci o ptytek krwi. Podczas aktywacji ptytek dochodzi do zmian
konformacyjnych GP Ilb/Illa, w wyniku czego wzrasta jej zdolno$¢ wigzania odpowiednich
ligandéw, z ktérych gtéwnym jest fibrynogen uznawany za najwazniejszy mediator agregacji
ptytek. Innymi istotnymi glikoproteinami ptytkowymi jest np. GP Ib/IX/V, ktéra jest
najwazniejszym receptorem ptytkowym dla czynnika von Willebranda i posredniczy w procesie

adhezji ptytek do macierzy podsrdédbtonkowej oraz GP VI bedaca receptorem dla kolagenu.
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P-selektyna natomiast uczestniczy poczatkowym etapie przemieszczania leukocytéw do ogniska
zapalnego, jak rowniez w aktywacji i agregacji ptytek krwiz64,

Kolejnym elementem charakterystycznym zaréwno dla ptytek krwi, jak i srédbtonka s3
procesy angiogenezy, oceniane przez oznaczenie srédbtonkowych czynnikéw wzrostu (VEGF)
oraz angiostatyny?265 266, Ich rownowaga jest istotnym czynnikiem wptywajacym na procesy
nowotworzenia naczyn, co moze mie¢ znaczenie zar6wno ochronne (np. neowaskularyzacja
podczas powstawania krazenia obocznego w przewleklym niedokrwieniu), jak i patologiczne
(np. procesy onkogenezy)?267.

Wykazano, ze w warunkach indukowanego niedokrwienia inhibitor reniny - aliskiren
posiada dodatkowe dziatanie neoangiogenne268. Potencjalnym mechanizmem korzystnego
wptywu aliskirenu na neoangiogeneze jest regulacja szlaku sygnalowego VEGF/NO. VEGF jest
uznanym czynnikiem stymulujagcym rozwoj naczyn, a tlenek azotu jest konieczny do samego
rozpoczecia procesu angiogenezy, jak rowniez nowotworzenia naczyn w warunkach

niedokrwienia269,

5.1.Powigzania funkcji ptytek z ukladem RAA

Funkcja plytek jest regulowana przez uklad RAA. Angiotensyna II, poprzez zwiekszenie
syntezy PAI-1, promuje procesy aterogenezy i trombogenezy, co prawdopodobnie cze$ciowo
odbywa sie poprzez aktywacje receptora AT1270 271,

Jak juz wspomniano, leki blokujace uktad RAA powoduja tzw. odwrotny (korzystny)
remodeling ukladu sercowo naczyniowego, m.in. poprzez hamowanie wyzej wymienionego
mechanizmu, co jest jednym z elementéw ich plejotropowego dziatania. Tiplakstynina,
poddawana obecnie badaniom II fazy, jest antagonista PAI-1, ktéry w badaniach
eksperymentalnych cofa patologiczne procesy przebudowy ukiadu sercowo-naczyniowego
powstate w wyniku aktywacji uktadu RAA272 273,

Aktywacja uktadu RAA w zwierzecych modelach nadcis$nienia tetniczego indukowanego
angiotensyng Il prowadzi do istotnych zmian proteomu ptytek, gtdwnie w zakresie biatek
strukturalnych. Postuluje sie, ze aktywacja ptytek przez uktad RAA odbywa sie przy udziale
receptora AT1 znajdujacego sie na ich powierzchni274,

Niedostatecznie poznany jest wptyw aktywno$ci uktadu RAA na wiasciwos$ci agregacyjne
ptytek, zar6wno w ujeciu cato$ciowym, jak i z uwzglednieniem indywidualnych toréw aktywacji
(szlak zalezny od receptora P2Y12, GPIIb/Illa, cyklooksygenazy).

Ciekawg i niedostatecznie zbadang kwestig jest takze wplyw aktywacji receptoréow AT1
oraz ich hamowania przez sartany na funkcje ptytek krwi. W badaniu in vitro Schemmer i wsp.

wykazali, Ze losartan, ale nie kandesartan, hamuje aktywacje ptytek. Co ciekawe, dziatanie to
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zwigzane jest przede wszystkim z blokowaniem szlaku sygnatowego TxA2, a nie poprzez
hamowanie receptora AT1275. Wykazanie antyagregacyjnego dziatania niektérych sartanéw
stanowi¢ moze kolejny mechanizm ich plejotropowego dziatania.

Podsumowujac, istniejg liczne dowody na znaczgce powigzania uktadu RAA z czynnos$cig
srodbtonka oraz aktywacja ptytek krwi. Biorac po uwage, zZe nadci$nienie tetnicze stanowi jeden
z elementow szerokiego spektrum choréb uktadu sercowo-naczyniowego oraz, ze aktywacja
uktadu RAA jest jednym z kluczowych elementéw jego patogenezy, niezmiernie ciekawym jest
udokumentowanie wystepowania tych zaleznosci u 0os6b z nadcisnieniem tetniczym. Dokladna
znajomo$¢ wspomnianych patomechanizméw molekularnych w potaczeniu z wiedza na temat
ich konsekwencji na poziomie fenotypu moze okaza¢ sie niezbedna w optymalizacji
farmakoterapii zmniejszajacej ryzyko incydentéw zakrzepowo-zatorowych u o0séb

z nadci$nieniem tetniczym. Badania omawianych zalezno$ci stanowig tre$¢ niniejszej pracy.
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II. CELE PRACY

Zasadniczym celem niniejszej rozprawy jest ocena wplywu jednej z grup lekéow
modyfikujacych aktywno$¢ uktadu RAA - sartandéw (w niniejszym badaniu, jako przedstawiciela
grupy, zastosowano walsartan) na fenotyp funkcji Srodbtonka u 0séb z izolowanym pierwotnym
nadci$nieniem tetniczym, a takze analiza powigzan pomiedzy aktywno$cig ireaktywnos$cia
uktadu RAA a profilem funkcji Srodbtonka - zar6wno u os6b normotensyjnych, jak i chorych z
nadci$nieniem tetniczym. Z tego powodu pacjenci normotensyjni zaklasyfikowani zostali do
jednego z trzech tercyli w oparciu o wyliczong warto$¢ wspétczynnika aldosteronowo-
reninowego (ARR, ang. aldosteron to renin ratio). Umozliwito to ocene istnienia realnych
powigzan pomiedzy fenotypem funkcji Srodbtonka a aktywacja uktadu RAA i jej zmianami
wskutek zastosowanych interwencji farmakologicznych, wykluczajac jednocze$nie losowa
koincydencje. Ze wzgledu na wielokierunkowe aspekty badanej czynnosci $rddbtonka,

zasadniczy cel pracy zostat podzielony na zaprezentowane ponizej cele szczegdtowe:

1. Ocena wptywu ARB na biodostepnos$¢ tlenku azotu rozumiang jako wypadkowa jego syntezy
(stezenie L-Arg jako substratu dla eNOS oraz jej inhibitora kompetycyjnego - asymetrycznej
dimetyloargininy (ADMA; ang. asymmetric dimethylarginine)) idegradacji (produkcja
nadtlenoazotyndéw i nastepcza nitracja reszt tyrozynowych).

W toku weryfikacji tej hipotezy oceniany bedzie wptyw (mozliwie dwukierunkowy), na synteze
oraz degradacje NO.

Obalenie hipotezy o braku wplywu oznacza¢ bedzie potwierdzenie zaangaZowania
sréodbtonkowych szlakéw biotransformacji NO jako efektéw plejotropowego dziatania

walsartanu.

2. Ocena wptywu walsartanu na aktywno$¢ i reaktywnos$¢ wybranych elementéw kaskady
kwasu arachidonowego poprzez oznaczenie dwoch kluczowych jej produktéw: tromboksanu B2
(TxB2; ang. thromboxane B2) - markera aktywacji zapalnej i agregacyjnej ptytek krwi oraz
6keto-PGF-1alfa - markera przeciwzapalnej funkcji Srodbtonka.

Falsyfikacja hipotezy o braku wplywu walsartanu na produkcje wymieniowych intermediatéw
oznaczac bedzie istnienie plejotropowego (korzystnego albo negatywnego) wptywu tego leku na

funkcje przeciwzapalng $rédbtonka.

3. Badanie roli walsartanu w modulowaniu funkcji pro- i przeciwzapalnej, jak réwniez

prozakrzepowej i angiogennej Srodbtonka ocenionej za pomoca takich markeréw, jak sE-
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selektyna, wewnatrzkomérkowa czasteczka adhezyjna (forma rozpuszczalna) (sICAM1; ang.
soluble intercellular adhesion molecule-1), czgsteczka adhezyjna 1 komoérek naczynia, forma
rozpuszczalna (sVCAM1; ang. soluble vascular cell adhesion molecule), PAI-1 i czynnik wzrostu
$rodbtonka naczyniowego (forma rozposzczalna) (sVEGF; ang. soluble vascular endothelial
growth factor) .

Odrzucenie hipotezy o braku wptywu walsartanu na poziom tych markeréw pozwoli na
stwierdzenie wystepowania plejotropowego dziatania tego leku na powyzsze funkcje

Srédbtonka.

4. Analiza roli walsartanu w modyfikowaniu wtasciwos$ci naczyniorozszerzajacych srédbtonka
ocenionych metoda FMD, wedlug wystandaryzowanego i wcze$niej opisanego protokotu
Celermajera.

Falsyfikacja hipotezy o braku wptywu walsartanu na warto$ci FMD pozwoli na potwierdzenie

istnienia plejotropowego dziatania tego leku na funkcje wazodylatacyjna srédbtonka.

5. Ocena wptywu walsartanu na wiasciwosci ptytek krwi ocenione poprzez:

- oznaczenie markerdw ich aktywacji (sP-selektyny i TxB2)

-badania agregacji zaleznej od kwasu arachidonowego (szlaku cyklooksygenazy),
adenozynodifosforanu (ADP, ang. adenosine diphosphate) - szlaku aktywacji zaleznego od
receptora purynergicznego P;Yiz i czynnika von Willebranda metodg agregometrii
impedacyjne;j.

Odrzucenie hipotezy o braku wptywu walsartanu na markery aktywacji i agregacje potwierdzi

obecnos¢ jego dziatania modulujacego na czynno$¢ plytek krwi.
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III. MATERIAL I METODY

Do badania witaczono 101 oséb, w tym 31 pacjentéw miedzy 18 a 40 rokiem Zzycia,
z rozpoznanym izolowanym pierwotnym nadci$nieniem tetniczym (hospitalizowanych z tego
powodu w Klinice Choréb Wewnetrznych, Zawodowych i Nadci$nienia Tetniczego Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu w latach 2012-2016) oraz 70 normotensyjnych ochotnikdéw
dobranych do pacjentéw z nadci$nieniem tetniczym pod wzgledem demograficznym. Kazda
Z 0s6b wiaczonych do badania wyrazita uprzednio indywidualnie, Swiadoma, pisemna zgode na
udziat w projekcie. Wszyscy uczestnicy zostali wyczerpujaco poinformowani o zatozeniach
i planowanym przebiegu badan, jak réwniez o fakcie, Ze na kazdym etapie moga bez
konsekwencji wycofa¢ swoja zgode. Na badanie uzyskano zgode o numerze KB - 212/2019
wydana przez Komisje Bioetyczng przy Uniwersytecie Medycznym we Wroctawiu (skan

zataczono do niniejszej rozprawy).

Kryteria wlaczenia do badania:
v wiek pacjenta: 18-80 lat

<

pte¢ meska

v rozpoznane pierwotne izolowane nadci$nienie tetnicze lub jego wykluczenie (osoby
normotensyjne bez schorzen wspotistniejgcych)

v zachowana zdolno$¢ do wyrazenia $wiadomej zgody na udziat w badaniu, przetwarzanie

danych osobowych i wglad do dokumentacji medycznej

v' niespelnione zadne z ponizszych kryteriow wytgczenia

Kryteria wylaczenia z badania:

niemoznos¢ uzyskania w peini $wiadomej zgody

brak doktadnego wywiadu dotyczacego chordb przebytych lub wspétistniejacych
potwierdzone wtdrne nadci$nienie tetnicze

wspolistniejgca cukrzyca lub inne zaburzenia metaboliczne

choroby tarczycy

brak dokladnej informacji o stosowanej farmakoterapii

niedokrwistos¢ lub trombocytopenia

choroba nowotworowa

przewlekte choroby zapalne

aktywne zakazenia

AN N NN Y N N N Y N N

przewlekta choroba nerek z eGFR <45 ml / min / 1,73 m?

40



v' wystepowanie u os6b z pierwotnym nadci$nieniem tetniczym przeciwwskazan do
stosowania sartandw i kwasu acetylosalicylowego, uniemozliwiajgcych w efekcie
przeprowadzenie planowanych badan

v stosowanie lekow potencjalnie wplywajgcych na wyniki badan (m.in. niesterydowe leki
przeciwzapalne, leki przeciwzakrzepowe, inhibitory fosfodiesterazy typu 5, nitraty)

v’ pte¢ zenska (ze wzgledu na interferencje cyklu miesiecznego i antykoncepcje
hormonalng lub hormonalng terapie zastepcza oraz wiek rozrodczy, kiedy to nalezy

unika¢ leko6w blokujacych RAA)

Projekt badawczy zostat zrealizowany w ramach projektu Wrovasc - Zintegrowanego
Centrum Medycyny Sercowo-Naczyniowej, jako projekt wspoétfinansowany przez Unie
Europejska ze srodkow Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego w ramach Programu

Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka na lata 2007-2013. POIG.01.01.02-02-001/08.

METODY
1. PROTOKOL BADANIA

Rekrutacja pacjentow do badania byta poprzedzona wstepnym badaniem podmiotowym
i przedmiotowym. Sposréd wstepnie wyselekcjonowanych pacjentéw  ostatecznie
zakwalifikowano tych, ktoérzy wyrazili Swiadoma zgode na udziat w projekcie i speiniali
wszystkie kryteria wymienione powyzej. Od kazdego normotensyjnego pacjenta materiat
biologiczny pobierany byt dwukrotnie: podczas pierwszej wizyty rekrutacyjnej (badanie A) oraz
w piatej dobie, po czterech dniach przyjmowania ASA (75mg/24h) (badanie B). Natomiast od
0séb z nadci$nieniem tetniczym czterokrotnie - A i B jak wyzej oraz dodatkowo po dwdéch
tygodniach terapii walsartanem (80 mg/24h) - (badanie C), a nastepnie po czterech dniach
przyjmowania ASA (75 mg/24h) z walsartanem jednoczes$nie (badanie D) (Ryc. 3). U wszystkich
badanych przeprowadzono stratyfikacje ryzyka sercowo-naczyniowego dokonujgc oznaczen
konwencjonalnych markeréw biochemicznych, zgodnie z obowigzujacymi w okresie rekrutacji
wytycznymi Europejskiego Towarzystwa Kardiologicznego (ESC).

Z krwi pelnej wykonano morfologie, osocze wykorzystano do zbadania parametréw
krzepniecia, a surowice do oznaczenia stezenia kreatyniny, glukozy, mocznika, kwasu
moczowego, sodu, potasu, hsCRP oraz lipidogramu. Oznaczenia wykonano za pomocg rutynowo
stosowanych metod w akredytowanym laboratorium szpitalnym, przy uzyciu analizatorow:
Sysmex® (XT-4000i), Siemens® (The Dimension® EXL™), Thermo Fisher Scientific® (Konelab 20
Clinical Chemistry Analyzer) oraz Werfen® (ACL TOP 550 CTS).
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Na podstawie stezenia kreatyniny, ptci i wieku oszacowany zostatl wspétczynnik filtracji
ktebuszkowej (eGFR; ang. estimated Glomerular Filtration Rate,) metodg CKD-EPI (zebrane dane
epidemiologiczne dotyczace przewlektej choroby nerek, ang. Chronic Kidney Disease
Epidemiology Collaboration, 2009). Dodatkowo, u kazdego z uczestnikow przeprowadzono
badanie funkcji wazodylatacyjnej $rédbtonka, zgodnie z opublikowanym protokotem?76. Kazda
grupa podczas wszystkich wizyt miata wykonane badanie FMD wyjsciowo (baseline) oraz po
dozylnym podaniu 16,0 g L-Arg w bolusie, co powoduje wyparcie inhibitora kompetycyjnego
z centrum aktywnego syntazy tlenku azotu i, wskutek nadmiaru substratu, powoduje osiggniecie
syntezy tlenku azotu zgodnie z zasadami kinetyki zerowego rzedu. Badanie FMD bezpo$rednio

po wlewie L-Arg oznaczono symbolem ,prim” ().

osoby z nadcisnieniem tetniczym

osoby normotensyjne (Grupy N I, N 11, N I1l)

N=70 (Grupa H)

N=31

Grupa N | Grupa N Il Grupa N 111
(I tercyl ARR) (I tercyl ARR) (111 tercyl ARR)
N=23 N=23 N=24

[ ANALIZY STATYSTYCZNE J

Ryc. 2. Schemat kategoryzacji pacjentow

Osoby normotensyjne zostaty podzielone na tercyle wyodrebnione w oparciu o wartosci
wskaznika aldosteronowo-reninowego (Grupy N I, N II, N III). Analizy statystyczne prowadzono
wewnatrz kazdej wyodrebnionej grupy na poszczeg6lnych etapach badania (szeregi czasowe,
p- kolejna rycina), a takze pomiedzy wszystkimi grupami na tym samym etapie protokotu

badawczego.
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1. dzien 5. dzien 20. dzien 25. dzien

Badanie fizykalne i zabezpieczenie Zabezpieczenie materiatu Zabezpieczenie materiatu Zabezpieczenie materiatu
materiatu biologicznego biologicznego biologicznego biologicznego

walsartan
Pomiar FMD w warunkach cd. Pomiar FMD w warunkach
podstawowych podstawowych

ASA 3 walsartan
75mg/ Pomiar FMD w warunkach 80mg/24h

p.o.

Pomiar FMD w warunkach

podstawowych 24h p.o. podstawowych

+
ASA 75mg/
przez 4 przez 14 2hipg:
dnf dni przez 4 dni

Pomiar FMD po infuzji i.v. L-arg Pomiar FMD po infuzji i.v. L-arg Pomiar FMD po infuzji i.v. L-arg Pomiar FMD po infuzjii.v. L-arg

P wszyscy pacjenci

[ osoby z nadcisnieniem tetniczym

B osoby normotensyjne
Ryc. 3. Schematyczne przedstawienie protokotu badania z uwzglednieniem uczestnictwa
poszczegblnych grup na okreslonych jego etapach (A-D)
ASA - kwas acetylosalicylowy; L-Arg - L-Arginina; FMD - wazodylatacja zalezna od przeptywu

2. ZABEZPIECZENIE MATERIALU BIOLOGICZNEGO

Materiat do badan byl pobierany przez personel medyczny po naktuciu zyty
przedramienia, na czczo, w warunkach atraumatycznych (bez uzycia stazy), z zastosowaniem
zestawu aspiracyjno-proézniowego S-Monovette firmy Sarstedt®.

Osocze wersenianowe wykorzystano celem przeprowadzenia analizy stezen
metabolitéow szlaku tlenku azotu, tj. asymetrycznej dimetyloargininy (ADMA; ang. asymmetric
dimethylarginine), symetrycznej dimetyloargininy (SDMA; ang. symmetric dimethylarginine),
enancjomeru L-Arg, selektyny P, inhibitora aktywatora plazminogenu (PAI-1), dialdehydu
malonowego (MDA; ang. malondialdehyde). Otrzymano je po odwirowaniu krwi petnej (15
minut z przyspieszeniem 1000 x g w ciaggu 30 minut od pobrania). Na wersenian pobrano
réwniez krew pelng celem oznaczenia morfologii krwi obwodowej (oznaczenie ad hoc) oraz do
identyfikacji wspotczynnika tiolowego (GSH/GSSH, glutation w formie zredukowanej/glutation
w formie utlenionej). Nastepnie materiat zostat zabezpieczony w probowkach typu Eppedorf®
i do czasu wykonania oznaczen przechowywany w temperaturze -80°C.

Do oznaczenia podstawowych parametréw biochemicznych (za pomocg rutynowo
stosowanych metod w akredytowanym laboratorium szpitalnym) oraz selektyny E, czynnika
wzrostu $rdédbtonka naczyniowego (VEGF, ang. vascular endothelial growth factor),
wewnatrzkomorkowej molekuly adhezyjnej, forma rozpuszczalna (sICAM-1, ang. soluble

intercellular adhesion molecule-1, CD54), czasteczki adhezyjnej 1 komoérek naczynia, forma
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rozpuszczalna (sVCAM-1, ang. soluble vascular cell adhesion molecule) pozyskano surowice.
Krew zostata pobrana do probéwek z aktywatorem krzepniecia, a nastepnie wirowano przez 15
minut z przyspieszeniem 1000 x g, w temperaturze +4°C, w ciggu 45 minut od pobrania.
Materiat zostat zabezpieczony w probéwkach typu Eppedorf® i do czasu wykonania oznaczen
przechowywany w temperaturze -80°C.

W celu zbadania stezen koncowych produktéw kaskady kwasu arachidonowego (6-keto-
PGFi, i TxB:) uzyskano osocze cytrynianowe. Krew pobrano do probdéwko-strzykawek
cytrynianowych (3,2% cytrynianu sodu w stosunku 1:10) suplementowanych uprzednio 5mM
roztworem ASA w 0,9% NaCl celem unikniecia aktywacji ptytek i fatszywego zawyzenia stezenia
tromboksanu. Nastepnie przeprowadzono wirowanie (15 minut z przyspieszeniem 1000 x g
w ciggu 30 minut od pobrania); materiat zostat zabezpieczony w probédwkach typu Eppedorf®

i do czasu wykonania oznaczen przechowywany w temperaturze -80°C.

3. BADANIE FUNKCJI WAZODYLATACYJNE] SRODBLONKA METODA
DOPLEROWSKA (FMD)

U os6b badanych oceniano funkcje $rédbtonka naczyniowego metodg FMD, polegajaca
na pomiarze zmian $rednicy tetnicy ramiennej w spoczynku i po wywotlaniu reaktywnego
wzrostu przeptywu poprzedzonego jatrogennym niedokrwieniem przedramienia za
posrednictwem sfigmomanometru. W zwigzku z faktem, iZ na FMD wptyw maja czynniki
zewnetrzne, tj. temperatura otoczenia, pokarmy, uzywki, leki i aktywno$¢ uktadu
wsp6tczulnego, uczestnicy nie spozywali positkéw przez co najmniej 8 godzin przed badaniem,
nie wykonywali ¢wiczen fizycznych, nie przyjmowali kofeiny, witaminy C czy nikotyny przez
4 do 6 godzin przed badaniem, a FMD wykonywano u nich w wyciszonym pomieszczeniu
o temperaturze pokojowej po 15 minutowym odpoczynku. Pomiaréw $rednicy naczynia
dokonywano przy uzyciu aparatu ultrasonograficznego ALOKA Prosound c3cv - w prezentacji B
z uzyciem Dopplera kolorowego i z czestotliwo$cig ultradzwiekéw przekraczajaca 7 MHz.
Pomiary wykonywane byty w czterech seriach. W celu zminimalizowania btedu w kazdej z serii
dokonywano czterech pomiaréw, z ktérych liczono $rednig arytmetyczng. Pierwszy pomiar
obejmowat $rednice naczynia w warunkach podstawowych. Nastepnie zaciskano mankiet do
pomiaru ci$nienia tetniczego do wartosci przekraczajacej o 50 mmHg warto$¢ ci$nienia
skurczowego badanego na czas pieciu minut. Rozszerzenie tetnicy obliczano jako procentowa
zmiane Srednicy naczynia wywotang niedokrwieniem-reperfuzja w odniesieniu do $rednicy
w warunkach wyj$ciowych. Nastepnie dokonywano wlewu dozylnego roztworu L-Argininy do

zyty obwodowej konficzyny gérnej niepoddanej badaniu po czym powtarzano algorytm.
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FMD % = (A-B)/B x 100%,
gdzie A - $rednica naczynia po niedokrwieniu i reperfuzji B - §rednica naczynia w warunkach

podstawowych

4. SZTYWNOSC TETNIC - BADANIE SZYBKOSCI PROPAGAC]JI FALI TETNA - PWV

(ang. pulse wave velocity)

Ocena szybkosci propagacji fali tetna jest nieinwazyjng metoda uznang przez ESH i ESC
za jeden z parametrow stuzacych ocenie ryzyka sercowo-naczyniowegol48, Pomiar ten okresla
stopien sztywnosci $cian naczyn tetniczych. W prawidtowych warunkach warto$¢ szybkosci fali
tetna charakteryzuje sie niskimi warto$ciami, a punkty odbicia znajduja sie w poczatkowych
odcinkach obwodowych tetnic oporowych. Warto$¢ ta rosnie z wiekiem i ci$nieniem tetniczym.
Wyniki dla mtodych dorostych (20-50 r.z.) powinny by¢ nizsze niz 10 m/s277 278, za$ predkos¢
aortalna powyzej 12 m/s istotnie zwieksza ryzyko zgondw zprzyczyn sercowo-
naczyniowych?79 280, U badanych do pomiaru szybkos$ci propagaciji fali tetna zastosowano aparat
Complior® (Francja). Szybkos$¢ rozchodzenia sie fali mierzona byta przy uzyciu
mechanoprzekaznikéw (przetwornikéw piezoelektrycznych) umieszczonych nad naczyniami
tetniczymi tatwo dostepnymi badaniu. Pomiaru dokonywano pomiedzy dwoma punktami, nad
tetnicg szyjng wspolng (uktad odniesienia) i tetnica udowa. Po akwizycji optymalnego sygnatu
dedykowane oprogramowanie dokonywato obliczen szybkosci propagaciji fali tetna przy uzyciu
wzoru:

PWV =D/T,

gdzie: D - odlegto$¢ miedzy dwoma punktami pomiaru na tetnicach, T - op6Znienie czasowe
miedzy poczatkiem rejestracji fali na wyznaczonych dwéch punktach.

Z modutem Younga (E) PWV wigze ré6wnanie: PWV=Eh/2pR,

gdzie h to grubos¢ $ciany tetnicy, R — promien wewnetrzny, a p — gestos¢ krwi.

Przed badaniem dla kazdego pacjenta istnieje mozliwo$¢ obliczenia warto$ci referencyjnych.
5. OZNACZANE PARAMETRY LABORATORY]JNE

METABOLITY SZLAKU TLENKU AZOTU - ADMA, SDMA, L-ARGININA

L-Arginina jest substratem dla syntazy tlenku azotu (NOS; ang. nitric-oxide synthase)281.
Metylowe pochodne L-Argininy (ADMA i SMDA), powstajagce w wyniku nasilonej proteolizy
(gtownie biatek jadrowych-histondw), s3 endogennymi, kompetycyjnymi inhibitorami
srodbtonkowej izoformy NOS. Sita hamujaca SDMA jest zdecydowanie stabsza niz ADMA i jest

ona uwazana raczej za marker wczesnego uszkodzenia nerek niz dysfunkcji srédbtonka?28z 283 284,
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Biodostepnos$¢ tlenku azotu mozna okre$li¢ wspoétczynnikiem bedacym ilorazem stezenia
L-Argininy do ADMA (L-Arg/ADMA)285, Wyzsze wartos$ci tego wspoétczynnika korelujg z nizsza
czestoscia wystepowania choréb sercowo-naczyniowych u oséb z wysokim ryzykiem?286.
Obserwacje sugeruja istotny udziat ADMA w rozwoju dysfunkcji $rédbtonka naczyniowego
i przede wszystkim w tym mechanizmie wigza jg ze zwiekszonym ryzykiem chordéb sercowo-
naczyniowych oraz gorszym rokowaniem w ich przebiegu?87 288 289 290 291 Blokowanie syntezy
NO przez ADMA moze dodatkowo nasila¢ produkcje reaktywnych form tlenu. Stezenia wyzej
wymienionych metabolitbw byly okreSlane za pomocg analizy HPLC z detekcja
spektrofluorescencyjng. W badaniu uzyto chromatografu firmy Varian® skladajgcego sie
z pompy Pro Star 240, automatycznego podajnika probek z funkcjg mieszania reagentow Pro
Star 410, detektora spektrofluoresccencyjnego Pro Star 363 oraz oprogramowania Star
Chromatography Workstation, wersja 6.3 (sterowanie pracg urzadzen, akwizycja i obrébka
danych). Pomiary ilosciowe wykonano w oparciu o metode wzorca wewnetrznego; do kazdej
préobki i standardu dodano 10pl/l1 L-homoargininy. W kolejnym etapie procedury,
po rozcienczeniu, odbiatczaniu i odwirowaniu, przeprowadzono oczyszczenie technikg
ekstrakcji do fazy statej na kationicie, stosujac kolumienki SCX-50 firmy Varian Inc®. Otrzymane
eluaty poddano reakcji derywatyzacji z uzyciem odczynnika OPA (5,4 mg/ml o-ftaldialdehydu
w buforze boranowym o pH 8,4 i dodatkiem 0,4% objetosci 2-merkaptoetanolu) i nastepnie
naniesiono na kolumne chromatograficzng firmy Waters® (Symmetry C-18, 150 x 4,6 mm, 5u)
umieszczong w piecu i podgrzang do temp. 35°C. Faze ruchomg, ktérg stanowit 50 Mm bufor
K-fosforanowy (pH=6,6) z acetonitrylem (12% v/v) podawano w systemie izokratycznym przy
przeptywie 1,1 ml/min. Detekcja fluorescencyjna byta rejestrowana przy dtugosci fal
wzbudzenia 340 nm i emisji 450 nm. W koncowym etapie, przez poréwnanie wspdtczynnikéw:
L-Argininy/L-homoargininy, ADMA/L-homoargininy i SDMA/L-homoargininy ze
wspo6tczynnikami dla roztworéw standardowych, wyliczono stezenia badanych parametréw.

Wspétczynniki zmienno$ci wewnatrzseryjnej i miedzyseryjnej (%CV; ang. coefficient of
variation intra and inter assay) wynosity odpowiednio dla ADMA 2,81 3,0, dla SDMA 3,11 3,5,
dla L-Argininy 1,3 i 2,5.
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MARKERY STRESU OKSYDACYJNEGO

WSPOLCZYNNIK TIOLOWY (GSH/GSSG)
Formy utlenione (GSSG) i zredukowane (GSH) glutationu powstajg w przebiegu
ponizszych reakcji:
H;0; + 2 GSH — GSSG + 2 H20
GSSG + NADPH + H* —» 2GSH + NADP+

Ryc. 4. Podstawowe reakcje przemian enzymatycznych z udziatem glutationu.

H202, nadtlenek wodoru; GSH, glutation w formie zredukowanej; GSSG, glutation w formie utlenionej; H20, woda; NADPH,
forma zredukowana estru fosforanowego dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego; H* proton, NADP+, ester

fosforanowy dinukleotydu nikotynoamido-adeninowego.

GSH jest jednym z gtéwnych antyoksydantéw w organizmie cztowieka. Redukujgc inne
zwigzki, GSH przechodzi w forme utleniong (GSSG) przy udziale peroksydazy glutationowe;j
(Ryc. 4). Glutation moze ulega¢ ponownej elektronacji za pomoca reduktazy glutationowe;j
z jednoczesnym utlenianiem NADPH (ryc. 4). Forma zredukowana glutationu hamuje
peroksydacje lipidéw oraz ,zmiata” wolne rodniki2?2, Stres oksydacyjny indukuje szybkie
utlenianie glutationu, dlatego tez nasilenie tej przemiany dobrze odzwierciedla stan
oksydacyjno-redukcyjny w organizmie cztowieka. Ocenianym zwykle wspotczynnikiem jest
iloraz stezen formy zredukowanej do formy utlenionej glutationu (GSH/GSSG), tj. indeks
tiolowy. Poniewaz jedna czasteczka GSSG powstaje z dwoch czasteczek GSH, potencjal Nernsta
powinien lepiej wyraza¢ potencjatl redoks niz prosty stosunek GSH do GSSG293. Fizjologicznie
forma zredukowana stanowi ponad 95% catkowitego zasobu glutationu w organizmie294 29,
Naturalnie stosunek GSH/GSSG zmniejsza sie stopniowo w wyniku starzenia sie organizmu, ale
zmiana ta moze réwniez zachodzi¢ bardziej gwattownie jako skutek proceséw patologicznych
zachodzacych na przyktad w toku progresji schorzen uktadu sercowo-naczyniowego, czy tez
w toku progresji choréb nowotworowych?2%.

GSH — 2GSSG

Indeks tiolowy = CSSC
Ryc. 5. Obliczenie indeksu tiolowego;

GSH, stezenie formy zredukowanej glutationu; GSSG, stezenie formy utlenionej glutationu.

E=E°+ Eln —[GSSG]
nF  [GSH]?
Ryc. 6. Réwnanie Nernsta dla glutationu
E- potencjat redoks w danym pH; E?- potencjat standardowy elektrody; R- stata gazowa = 8,314 J-K-1 mol-1; T,

temperatura [K]; n- liczba elektronéw wymienianych w reakcji potowkowej; F- stata Faradaya réwna 96485 C-mol-1;

GSH- stezenie formy zredukowanej glutationu; GSSG- stezenie formy utlenionej glutationu.
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Do badania uzyto komercyjnego testu GSH/GSSG-412™ (nr kat. 21040) firmy Bioxytech®
stosujac sie do instrukcji producenta. W metodzie kolorymetrycznej wykorzystuje sie predkos¢
konwersji koloru zachodzacej w czasie reakcji, gdyz jest ona wspo6tmierna do stezenia GSH oraz
GSSH. Zwigzkiem chromogennym jest reagent Ellmana (kwas 5’5-ditiobis-2-nitrobenzoesowego,
DTNB), ktéry z GSH tworzy barwny produkt wychwytywany przez spektrofotometr przy fali
o dlugosci A = 412 nm. Wspbiczynniki zmienno$ci wewnatrzseryjnej i miedzyseryjnej dla

indeksu tiolowego (%CV) wynosity odpowiednio 5,11 7,5.

DIALDEHYD MALONOWY (MDA)

Dialdehyd malonowy (MDA) jest wytwarzany w czasie peroksydacji wielonienasyconych
kwaséw ttuszczowych. Uznawany jest za marker stresu oksydacyjnego i moze powstawac
w trakcie nieenzymatycznej autooksydacji lub jako produkt uboczny utleniania enzymatycznego
szlaku eikozanoidéw. Charakteryzuje go duza reaktywnos$¢ (tworzy wigzania kowalencyjne
z czgsteczkami, zmieniajgc ich budowe). Odgrywa role w patogenezie choréb nowotworowych,
miazdzycy czy cukrzycy 297,

MDA bierze takze posrednio udziat w rozwoju miazdzycy poprzez modyfikowanie
budowy czasteczek LDL2%8, MDA jest wiec toksycznym produktem koncowym peroksydacji
lipidéw, wyktadnikiem stresu oksydacyjnego, a dodatkowo dezintegracji bton
komoérkowych299 300,

Analize przeprowadzono z wykorzystaniem testu LP0-586™ (nr kat. 21012) firmy
Bioxytech® w oparciu o instrukcje dostarczong przez producenta. W metodzie kolorymetrycznej
zostat uzyty trwaty zwigzek o maksimum absorbcji przy Amax = 586 nm, ktéry, powstat w wyniku
reakcji chromogennego N-metylo-2-fenyloindol z MDA. Wspoétczynniki zmiennosci

wewnatrzseryjnej i miedzyseryjnej (%CV) wynosily odpowiednio 4,6 i 6,2.

MARKERY AKTYWACJI SRODBLONKA

sICAM-1

sICAM-1 jest przezbtonowgq czgsteczka uczestniczaca w aktywacji i przemieszczaniu sie
leukocytéw (najczeSciej eksponowang na powierzchni komorek uktadu odpornosciowego
i Srodbtonka). Do okreslenia jej stezenia uzyto immunoenzymatycznego testu komercyjnego
Quantikine ELISA Human sICAM-1/CD54 (nr kat. DCD540) firmy R&D Systems®, stosujac sie do
instrukcji opracowanej przez producenta. Zastosowano test kanapkowy w ktérym do dotkéow
zfazg stala optaszczonymi monoklonalnymi przeciwcialami skierowanymi przeciwko
ludzkiemu sICAM-1 dodano 100 pl koniugatu (monoklonalne przeciwciato przeciwko sICAM-1

skoniugowane z peroksydaza chrzanowg), a nastepnie po 100 pul odpowiednich roztworéow
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standardowych i badanych prébek. Przeprowadzono 90 minutowa inkubacje w temperaturze
pokojowej z uzyciem wytrzasarki mikroptytek (450 rpm), nastepnie dolki czterokrotnie
przemyto z wykorzystaniem automatycznej ptuczki mikroptytek ELx50 firmy BioTek
Instruments®, a w kolejnym etapie dodano 200 pl roztworu chromogenu (TMB,
tetrametylobenzydyny) i H20.. Reakcja zostata przerwana po 30 minutach przez dodanie 50 pl
2N kwasu siarkowego. Przy pomocy czytnika mikroptytek ELx 800 UV firmy BioTek®
Instruments odczytano gesto$¢ optyczna przy A = 450 nm, stosujac filtr korekcyjny A = 570 nm.
Do wykreSlenia krzywej standardowej i okreslenia stezenia sICAM-1 wykorzystano
specjalistyczne oprogramowanie KC4 BioTek Instruments®. Wspétczynniki zmiennosci

wewnatrzseryjnej i miedzyseryjnej (%CV) wynosily odpowiednio 4,7 i 6,9.

sVCAM-1

sVCAM-1 jest przezbtonow3 glikoproteing uczestniczacg w adhezji monocytéw, bazofili,
eozynofili oraz limfocytéw do $rédbtonka naczyniowego, przenoszaca sygnaly pomiedzy
leukocytami, a $rédbtonkiem, uznawang za marker odpowiedzi zapalnej. sVCAM-1 odpowiada
za uposledzanie rozkurczu naczyn, zaleznego od prawidtowej funkcji sr6dbtonka (przekiada sie
to na zwiekszone ryzyko chordb sercowo naczyniowych w tym udaru mézgu301302, Do
oznaczenia jej stezenia wykorzystano immunoenzymatyczny test komercyjny Quantikine
Human sVCAM-1/CD106 (nr kat. DVCO0) firmy R&D Systems®, stosujac sie do instrukcji
opracowanej przez producenta. Zastosowano test kanapkowy w ktéorym 100 pl koniugatu
(monoklonalne przeciwciato skierowane przeciwko sVCAM-1 skoniugowane z peroksydaza
chrzanowq) dodano do dotkéw z faza stata optlaszczonych przeciwciatami monoklonalnymi
skierowanymi przeciwko ludzkiemu sVCAM-1, a nastepnie po 100 pl odpowiednich roztworéw
standardowych i préobek badanych. Przeprowadzono 90 minutowg inkubacje w temperaturze
pokojowej z uzyciem wytrzasarki mikroptytek (450 rpm). Dotki przemyto czterokrotnie 400 ul
buforu pluczacego z wykorzystaniem automatycznej ptuczki mikroptytek ELx50 firmy BioTek
Instruments®. Dodano 200 pl roztworu chromogenu TMB i H;0,. Reakcje przerwano po 30
minutach przez dodanie 50pul 2N kwasu siarkowego i odczytano gestos$¢ optyczng przy A = 450
nm, stosujac filtr korekcyjny A = 570 nm z wyKkorzystaniem czytnika mikroptytek ELx 800UV
firmy BioTek Instruments®. Do wykreSlenia krzywej standardowej i okreslenia stezenia
sVCAM-1 zastosowano specjalistyczne oprogramowanie = KC4BioTek Instruments®.
Wspétczynniki zmiennosci wewnatrzseryjnej i miedzyseryjnej (%CV) wynosity odpowiednio

3,918,4.
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VEGF

VEGF jest swoistg dla $rédbtonka, angiogenng i mitogenna glikoproteing, ktéra zwieksza
przepuszczalno$¢ naczyn krwiono$nych. Indukuje ona powstawanie nowych naczyn po
incydencie niedokrwienia oraz posredniczy w angiogenezie indukowanej tlenkiem azotu303 304,
Dodatkowo w pojedynczym badaniu zaobserwowano polimorfizm genu VEGF moze by¢ jest
czynnikiem ryzyka udaru moézgu lub wystgpienia zwezZenia tetnicy szyjnej wewnetrznej (na jej
wewnatrzczaszkowym odcinku)30s,

Do badania jego stezenia uzyto VEGF immunoenzymatycznego testu komercyjnego
Quantikine Human VEGF (nr kat. DVE0OO) firmy R&D Systems®, stosujac sie do instrukcji
opracowanej przez producenta. Zastosowano test kanapkowy w ktéorym do odpowiednich
dotkéw, optaszczonych przeciwcialami monoklonalnymi skierowanymi przeciwko VEGF,
dodano po 200 pl odpowiednich roztworéw standardowych i badanych prébek badanych.
Przeprowadzono dwugodzinng inkubacje w temperaturze pokojowej, a nastepnie dotki
przemyto trzykrotnie 400ul buforu ptuczacego z wykorzystaniem automatycznej ptuczki
mikroptytek ELx50 firmy BioTek Instruments®. Dodano nastepnie 200 pl koniugatu
przeciwciata poliklonalnego skierowanego przeciwko VEGF z peroksydaza chrzanows i po raz
kolejny inkubowano przez 2 godziny w tych samych warunkach. Po kolejnym przemyciu dodano
200 pl roztworu TMB i H20,. Reakcje przerwano po 25 minutach przez dodanie 50ul2N kwasu
siarkowego. Przy pomocy czytnika mikroptytek ELx 800 UV firmy BioTek Instruments®
odczytano gesto$¢ optyczna przy A = 450 nm, stosujac filtr korekcyjny A = 570 nm. Do
wykreslenia krzywej standardowej i okreSlenia stezenia VEGF wykorzystano specjalistyczne
oprogramowanie KC4 BioTek Instruments®. Wspotczynniki zmienno$ci wewnatrzseryjnej

i miedzyseryjnej (%CV) wynosily odpowiednio 5,91 7,3.

PROSTACYKLINA

Prostacyklina powoduje rozszerzenie naczyn krwiono$nych, zmniejsza przepuszczalnos¢
mikrokrazenia oraz silnie hamuje agregacje ptytek krwi3o. W wiekszo$ci jest syntezowana
w komoérkach $rédbtonka30?. Stezenie PGI, okreslano posrednio, gdyz PG, jest zwigzkiem
szczegoblnie niestabilnym (jej czas potowicznego rozpadu wynosi 3 minuty w warunkach in vitro,
a 60 minut w stanie in vivo). Oceniono zatem stezenie trwatego metabolitu, produktu
nieenzymatycznej hydratacji PGI, - prostacykline 6-keto-PGFi.. Do jego okresSlenia w osoczu
cytrynianowym (podczas pobrania suplementowanego uprzednio 5mM roztworem aspiryny
lizylowej w 0,9% NaCl) uzyto immunoenzymatycznego testu komercyjnego 6-keto-PGF1, EIA Kit
(nr kat. 900-004) firmy Enzo Life Sciences®, stosujac sie do instrukcji opracowanej przez
producenta. Zastosowano test kompetycyjny. Do dotkéw z fazg statg optaszczonych

specyficznym przeciwciatem osta anty-owca IgG, dodano odpowiednio po 100 pl roztworéw
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standardowych i prébek badanych w odpowiednich rozcieniczeniach, a nastepnie po 50 pl
koniugatu (fosfataza alkaliczna skoniugowana z 6-keto-PGFi.) i 50 pl roztworu owczego
przeciwciata poliklonalnego skierowanego przeciwko 6-keto-PGF1.. Przeprowadzono inkubacje
w temperaturze pokojowej trwajaca 120 minut z uzyciem wytrzasarki mikroptytek (450 rpm),
nastepnie 3 razy przemyto i po usunieciu resztek buforu ptuczacego dodano po 200 pul roztworu
fosforanu p-nitrofenylu, substratu dla fosfatazy alkalicznej. Reakcja barwna zostata przerwana
przez dodanie fosforanu trdjsodowego po 45 minutach inkubacji. Do okreslenia gestosci
optycznej przy 405 nm zastosowano monochromatyczny filtr korekcyjny 570 nm,
wykorzystujac czytnik mikroptytek ELx 800 UV firmy BioTek Instruments® razem
z dedykowanym oprogramowaniem KC4 do wykreSlenia krzywej standardowej i oznaczenia
stezenia 6-keto-PGFi.. Wspdtczynniki zmienno$ci wewnatrzseryjnej i miedzyseryjnej (% CV)

wynosity odpowiednio 8,11 11,4.

TROMBOKSAN

Tromboksan A; jest biologicznie czynng substancja nalezgca do eikozanoidéw,
wytwarzang przez ptytki krwi z kwasu arachidonowego w wyniku dziatania cyklooksygenazy
isyntazy tromboksanu. Stanowi jeden z najsilniejszych endogennych aktywatoréw
trombocytéw oraz wywotuje skurcz naczyn krwionosnych. Jego stezenie okreslano posrednio,
gdyz TxA: jest substancjg niezwykle labilna, a czas jego potowicznego rozpadu wynosi 37
sekund w warunkach in vivo. Oceniono zatem stezenie jego metabolitu, produktu
nieenzymatycznej hydratacji-TxB,. Do badania jego stezenia w osoczu cytrynianowym uzyto
immunoenzymatycznego testu komercyjnego Thromboxane B2 EIA Kit (nr kat. ADI-900-002)
firmy Enzo Life Sciences®, stosujac sie do instrukcji opracowanej przez producenta. Do dotkéw
z fazg statg optaszczonych przeciwciatem kozim swoistym dla fragmentu Fc kréliczej IgG,
dodano odpowiednio po 100 ul roztworéw standardowych i préobek badanych w odpowiednich
rozcienczeniach, a nastepnie po 50 pl koniugatu (fosfataza alkaliczna skoniugowana z TxB: i 50
ul  roztworu kroliczego przeciwciata poliklonalnego skierowanego przeciwko TxB:.
Przeprowadzono inkubacje w temperaturze pokojowej trwajaca 120 minut z uzyciem
wytrzasarki mikroptytek (450 rpm), nastepnie 3 razy przemyto i dodano po 200 pl roztworu
fosforanu p-nitrofenylu jako substratu dla fosfatazy alkalicznej. Po 45 minutach inkubacji
reakcja zostata przerwana przez dodanie fosforanu tréjsodowego. Wykorzystujac czytnik
mikroptytek ELx800 UV firmy BioTek Instruments® okreslono gesto$¢ optyczng przy 405 nm
i filtrze korekcyjnym 570 nm, a nastepnie stosujac specjalistyczne oprogramowanie KC4
wykre§lono krzywag standardowa i odczytano stezenie TxB, w badanych prébkach.
Wspétczynniki zmiennos$ci wewnatrzseryjnej i miedzyseryjnej (% CV) wynosity odpowiednio

7,7110,8.

51



sE-SELEKTYNA

E-selektyna jest transblonowg glikoproteing, ktéra po aktywacji przez cytokiny
prozapalne uczestniczy w przyleganiu leukocytéw do naczyn krwiono$nych, wykazujac
wowczas zwiekszong ekspresje na komoérkach srodbtonka naczyniowego, co jest swoistym
wyktadnikiem jego uszkodzenia. Wspo6lnie z ICAM-1 i VCAM-1, E-selektyna zaburza prawidtowe
funkcjonowanie s$rdodbtonka (umozliwiajac diapedeze komoérek zapalnych) oraz stymuluje
proces zapalny. Do badania stezenia jej rozpuszczalnej formy uzyto komercyjnego testu
immunoenzymatycznego Quantikine ELISA, Human sE-Selectin/CD62E (nr kat. DSLE0O), firmy
R&D Systems®, stosujac sie do instrukcji opracowanej przez producenta. Zastosowano metode
kanapkowg w ktérej dodano po 100 pl roztworéw standardowych i prébek badanych
w odpowiednich rozcieniczeniach do wtasciwych dotkéw wyscielonych mysim przeciwciatem
monoklonalnym skierowanym przeciwko sE-selektynie. Przeprowadzono inkubacje trwajaca
2 godziny, a nastepnie wszystkie dotki przemyto 3 razy wykorzystujac automatyczng ptuczke
mikroptytek ELx50 firmy BioTek Instruments®, po czym zaaplikowano po 200 pl koniugatu
(przeciwciatlo monoklonalne skierowane przeciwko sE-selektynie skoniugowane z peroksydaza
chrzanow3). Po raz kolejny dokonano inkubacji w temperaturze pokojowej trwajacej 2 godziny,
ponownie przeptukano w tych samych warunkach, a nastepnie dodano po 200 ul roztworu
bedacego mieszaning nadtlenku wodoru (H202) i roztworu TMB. Reakcje barwng przerwano po
uptywie 30 minut inkubacji, dodajagc 50 pl 2N kwasu siarkowego. Do okreslenia gestosSci
optycznej przy 450 nm, zastosowano filtr korekcyjny 570 nm wykorzystujac czytnik
mikroptytek ELx 800 UV i specjalistyczne oprogramowanie KC4 BioTek Instruments®.
Wspétczynniki zmiennos$ci wewnatrzseryjnej i miedzyseryjnej (% CV) wynosity odpowiednio

6,8110,0.

sP-SELEKTYNA

P-selektyna jest powierzchniowg glikoproteing, ktéra uczestniczy w przemieszczaniu sie
limfocytéw do tkanek. Jest zlokalizowana w ziarnisto$ciach alfa ptytek krwi, jak réwniez
w ciatkach Weibla-Palade’a komoérek srdodbtonka naczyniowego a wydzielana jest w czasie
krzepniecia lub odpowiedzi na czynniki zapalne308 309 310, W stanie fizjologicznym rozpuszczalna
forma P-selektyny pochodzi gtownie ptytek krwi, a jej stezenie odzwierciedla przede wszystkim
stan aktywnosci ptytek krwi a w drugiej kolejnosci sr6édbtonka naczyniowego31! 312, Do badania
stezenia jej rozpuszczalnej formy uzyto komercyjnego testu immunoenzymatycznego Human
sP-Selectin/CD62P (nr kat. BBE6), firmy R&D Systems®, stosujac sie do instrukcji producenta.
Zastosowano test kanapkowy w ktéorym do wiasciwych dotkéw optaszczonych przeciwciatem
monoklonalnym skierowanym przeciwko sP-selektynie dodano po 100 ul roztwordow

standardowych, kontrolnych i materialu badanego w odpowiednich rozcienczeniach.
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W nastepnej kolejnosci dodano po 100 pl koniugatu (przeciwciato poliklonalne skierowane
przeciwko sP-selektynie skoniugowane z peroksydaza chrzanowg) i po 60 minutowej inkubacji
w temperaturze pokojowej dotki przemyto 3 razy stosujac automatyczng ptuczke mikroptytek
ELx50 firmy BioTek Instruments®. Nastepnie dodano po 100 pl roztworu TMB. Reakcje barwng
przerwano po 15 minutach inkubacji 1N roztworem kwasu chlorowodorowego. Do okre$lenia
gestosci optycznej przy A = 450 nm zastosowano filtr korekcyjny 620 nm, wykorzystujac czytnik
mikroptytek Epoch firmy BioTek Instruments®. Aby wykresli¢ krzywa standardowa i oznaczy¢
stezenie sP-selektyny zastosowano specjalistyczne oprogramowanie Gen5 BioTek Instruments®.
Wspétczynniki zmiennos$ci wewnatrzseryjnej i miedzyseryjnej (% CV) wynosity odpowiednio

51i74.

PAI-1

Inhibitor aktywatora plazminogenu inaczej serpina E1, nalezy do inhibitoréw proteaz
serynowych i jest wiodgcym inhibitorem tkankowego aktywatora plazminogenu (tPA; ang.
tissue plazminogen activator), ktéry przeksztatca plazminogen do plazminy w czasie fibrynolizy.
Zdecydowana wiekszo$¢ PAI-1 we krwi wystepuje w trombocytach, a ich liczba koreluje ze
stezeniem tego inhibitora w osoczu3!3. Do badania stezenia uzyto immunoenzymatycznego testu
komercyjnego Quantikine ELISA, Human Serpin E1/PAI-1 (nr kat. DSE100) firmy R&D Systems®,
stosujac sie do instrukcji opracowanej przez producenta. Zastosowano test kanapkowy
w ktérym dodano po 50 ul roztworéw standardowych i prébek badanych w odpowiednich
rozcienczeniach do wiasciwych dotkéw wyscielonych monoklonalnymi przeciwciatami
skierowanymi przeciwko serpinie E1. Przeprowadzono dwugodzinng inkubacje po czym trzy
razy przemywano buforem ptuczacym, wykorzystujac automatyczng ptuczke mikroptytek
ELx50 firmy BioTek Instruments®. Nastepnie dodano po 200 pl koniugatu (poliklonalne
przeciwciato przeciwko serpinie E1 skoniugowane z peroksydaze chrzanowag) i po raz kolejny
wykonano inkubacje (2 godziny) i przemywanie (3 razy), a nastepnie dodano 200 pl roztworu
bedacego mieszaning TMB i H,0,. Reakcja barwna zostata przerwana po 30 minutach inkubacji
dodaniem 50 pl2N kwasu siarkowego. Do okre$lenia gestos$ci optycznej przy A = 450 nm
zastosowano filtr korekcyjny (570 nm) wykorzystujac czytnik mikroptytek ELx 800 UV firmy
BioTek Instruments® razem z przeznaczonym oprogramowaniem KC4 do wykreslenia krzywej
standardowej i oznaczenia stezenia serpiny E1 w poszczegélnych prébkach. Wspétczynniki

zmienno$ci wewnatrzseryjnej i miedzyseryjnej (% CV) wynosity odpowiednio 6,8 i 8,2.

ALDOSTERON
Stezenie aldosteronu oznaczano przy pomocy testu komercyjnego RIA Aldosterone

onumerze katalogowym IM 1664 firmy IMMUNOTECH zgodnie z instrukcja producenta
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z zastosowaniem iloSciowej metody radioimmunologicznej. Technika ta nalezy do metod
kompetycyjnych, gdzie do probéwek pokrytych przeciwcialami skierowanymi przeciwko
aldosteronowi dodawano po 50 pl kalibratora o okreSlonym stezeniu aldosteronu, kontroli oraz
prébek badanych a takze 500 pl wskaznika znakowanego izotopem promieniotworczym ]125,
Aldosteron zawarty w surowicy konkurowat z aldosteronem promieniotwo6rczym o ograniczona
liczbe miejsc wigzacych na czasteczkach przeciwciat. Po trzygodzinnej inkubacji w temperaturze
pokojowej nadmiar niezwigzanej frakcji usunieto poprzez aspiracje a nastepnie dokonano
pomiaru radioaktywnos$ci antygenu zwigzanego w kompleksie z przeciwcialem. Radioaktywnos$¢
jest odwrotnie proporcjonalna do stezenia badanego hormonu. Stezenie aldosteronu
odczytywano z krzywej standardowej. Pomiaru radioaktywnosci dokonano przy uzyciu
automatycznego licznika gamma firmy Perkin Elmer - model WIZARD 2470. Stezenia
aldosteronu mierzone byly w zakresie od 6-2000 pg/ml przy normie dla os6éb dorostych:
Pozycja stojaca 34-273 pg/ml; pozycja lezaca 10-105 pg/ml. Wspotczynniki zmiennosSci
wewnatrzseryjnej i miedzyseryjnej (%CV) wynosity odpowiednio 12,6 17,2.

ARO - aktywno$¢ reninowa osocza

Oznaczenie ARO pozwala na ocene aktywnos$ci uktadu renina-angiotensyna-aldosteron.
Oznaczen dokonano z uzyciem zestawu komercyjnego Renin Plasma Activity o numerze
katalogowym R-EX-125 firmy ZENTECH zgodnie z instrukcja producenta z wykorzystaniem
metody radioimmunoenzymatycznego oznaczenia angiotensyny I, gdzie inkubowano prébki
osocza z inhibitorem enzymatycznym w temperaturze 4°C oraz w temperaturze 37°C przez
pottorej godziny w srodowisku pH = 6,0. Do prébek nastepnie dodawano znakowang izotopem
angiotensyne J125 i przeciwciato, po czym inkubowano przez 18-20 godzin, aby doszto do
konkurencyjnego zwigzania sie antygenu ze standardu, prébek badanych i znacznika
radioaktywnego z miejscami antygenowymi przeciwciata. Probki w dalszej kolejnosci
umieszczono w separatorze magnetycznym i zmierzono radioaktywno$¢ przy pomocy licznika
gamma typu WIZARD firmy Perkin Elmer. Wspétczynniki zmienno$ci wewnatrzseryjnej

i miedzyseryjnej (%CV) wynosily odpowiednio 11,31 20,1.

ARR - wskaznik aldosteronowo-reninowy
Wyliczony zostal posrednio jako iloraz stezenia aldosteronu i aktywnosSci reninowej
osocza. Na jego podstawie dokonano podzialu oséb normotensyjnych na tercyle, w oparciu o co

dokonywano nastepnie analiz w podgrupach.

ARR= [aldosteron]/[aktywno$¢ reninowa osocza]
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Nitrotyrozyna

Nitrotyrozyna jest markerem biodegradacji tlenku azotu, powstajacym w wyniku
gwattownej reakcji jego utleniania z nastepczym utworzeniem nadtlenoazotynéw (ONOO-). Sa
one silnymi oksydantami i czynnikami nitrujgcymi, a w zwigzku ze swoja labilnoscig reaguja
z tyrozyna zlokalizowang w biatkach, co skutkuje dezaktywacja wielu waznych enzymoéw (m.in.
katalaza i dysmutaza ponadtlenkowa). Nitrotyrozyna jest waznym wyznacznikiem nasilenia
stresu oksydacyjnego w komorkach, a reakcja nitrowania tyrozyny nasilona jest zwlaszcza
w miazdzycy czy przewlektej dysfunkcji miesnia sercowego. Do oznaczenia 3’-nitrotyrozyny
wykorzystano test 3-Nitrotyrosine ELISA Kit o numerze katalogowym ABIN1113213 firmy Oxis,
zgodnie z instrukcja producenta, wykorzystujgc immunoenzymatyczng technike kanapkowag
ELISA z zastosowaniem przeciwcial anty 3’-nitrotyrozynowych jako fazy statej, do ktérej
dodawano 100 pl prébki kontrolnej i materiatu badanego. Nastepnie do kazdego dotka
dodawano biotynowane przeciwciato wykrywajace i inkubowano przez 60 minut
w temperaturze 37 st. W dalszej kolejnosci trzykrotnie przemywano dotki celem usuniecia
niezwigzanych przeciwciat i dodawano peroksydaze chrzanowa. Reakcje barwng przerywano
przy uzyciu kwasu siarkowego, a gesto$¢ optyczng proporcjonalng do koncentracji antygenu
badano przy dtugosci fali A=450nm. Wspbtczynniki zmiennosSci wewnatrzseryjne;j

i miedzyseryjnej (%CV) wynosily odpowiednio 7,31 9,5.

6. OCENA AGREGAC]I PLYTEK W KRWI PELNE]

Do badania funkcji ptytek zastosowano wielokanatowy analizator typu Multiplate (firmy
Dynabyte), ktéry wykorzystuje metode agregometrii impedancyjnej we krwi pelnej (MEA)
bazujgc na tzw. wielokrotnej agregacji elektrodowej (podczas kazdego pomiaru oznaczenie
wykonywane jest podwdjnie). W czasie procesu agregacji ptytki krwi gromadza sie na dwoch
elektrodach zanurzonych w probce krwi, czego efektem jest zmiana impedancji (oporu
elektrycznego). Ocena funkcji ptytek krwi mozliwa jest przy zastosowaniu odpowiednich
agonistéw ptytkowych (kwasu arachidonowego, kolagenu, biatka aktywujacego receptor dla
trombiny TRP-6, ristocetyny, ADP). W niniejszym badaniu wykorzystano trzy testy

e ASPI test: agregacja zalezna od cyklooksygenazy z wykorzystaniem kwasu
arachidonowego,

e ADP test: aktywacja ptytek przez ADP,

e RISTO test: agregacja zalezna od czynnika von Willebranda, z wykorzystaniem
ristocetyny jako aktywatora

Wykonanie testow:

300 pl 0,9% ogrzanego do temperatury 37°C oraz po 300 ul krwi peinej poddano

inkubacji w specjalnych komorach testowych jednorazowego uzytku z mieszadtem
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magnetycznym umieszczonych w stanowiskach pomiarowych i podtaczonych do urzadzenia.
Nastepnie, po 3 min inkubacji, dodawano po 20 pl odpowiedniego odczynnika - ADP (ADP test;
stezenie koncowe 6,5 pM), kwasu arachidonowego (ASPI test; stezenie koncowe 0,5 mM),
ristocetyny (RISTO TEST; stezenie koncowe 0.77 mg/ml). Wyniki agregacji uzyskano po
kolejnych 6 min, dla kazdego testu jako $rednia dwdch pomiaréw. Warto$ci agregacji wyrazone
w omach byly konwertowane na jednostki arbitralne agregacji [AU], zgodnie z instrukcja
dostarczong przez producenta, wyliczone w oparciu o przebieg krzywych agregacji

z wykorzystaniem dedykowanego oprogramowania.
7. ANALIZA STATYSTYCZNA

Analize statystyczng uzyskanych wynikéw przeprowadzono z uzyciem programu
Statistica 13.0 StatSoft®. Dane zostaty wyrazone jako $rednia + SEM. Réznice miedzy Srednimi
oceniano za pomocg testu T-studenta lub U Manna-Whitneya w zaleznosci od rozkiadu
zmiennych i roéznorodnosci wariancji. Testy MANOVA/ANOVA zastosowane zostaty
w poréwnaniu wiekszej iloSci grup niz dwie, przy czym zaleznie od charakteru zmiennych
(normalno$¢ rozktadu, jednorodno$¢ wariancji, homoscedastyczno$¢, dobierano testy
parametryczne badz nieparametryczne, odpowiednio dla zmiennych zaleznych Ilub
niepowigzanych zaleznie od jednorodnos$ci wariancji i charakteru rozkladu).

W  przypadku stwierdzenia statystycznie istotnych réznic w ocenie wariancji,
przeprowadzano nastepcza analize post hoc testami Newmana-Keulsa. Badania korelacji
zmiennych w prébach przeprowadzono za pomocg testu Pearsona i nieparametrycznego testu
rang Spearmana (réwniez w zaleznosci od rozktadu zmiennych).

Za istotne statystycznie przyjmowano wyniki na poziomie p<0,05.

56



IV. WYNIKI

1. Charakterystyka demograficzna, stratyfikacja ryzyka sercowo-naczyniowego

Badane grupy, powstate wskutek wyodrebnienia oséb z samoistnym nadci$nieniem
tetniczym i nastepczym podziatem oséb normotensyjnych na tercyle w zaleznosci od wartosci
wspoétczynnika aldosteronowo-reninowego, nie réznily sie statystycznie istotnie miedzy sobg
wiekiem, Srednig czestosScig akcji serca, rozkurczowego cis$nienia tetniczego, Srednig warto$cia
BMI oraz jego sktadowymi, wskaZnikiem talia-biodro i sztywnos$cia naczyn wyrazong jako
szybko$¢ propagacji fali tetna w odcinku szyjno-udowym. W zakresie biochemicznych
parametréw stratyfikujacych ryzyko sercowo-naczyniowe, znamiennych réznic nie odnotowano
w zakresie stezen tréjglicerydow, catkowitego cholesterolu, kreatyniny, kwasu moczowego,
mocznika i potasu w surowicy (Tabela 1).

I[stotne rdéznice odnotowano natomiast w zakresie wartosci skurczowego i $redniego
ci$nienia tetniczego. W analizach post hoc wykazano, Zze dotycza one wylacznie grupy
nadci$nieniowej w stosunku do pozostatych grup.

W zakresie warto$ci rozkurczowego i Sredniego ci$nienia tetniczego zaobserwowano
jedynie wraz ze wzrostem wartos$ci ARR nieistotny statystycznie trend wzrostowy w grupach NI,
NII i NIII. Rozkurczowe nadci$nienie tetnicze nie byto czynnikiem réznicujacym grupe oséb
z nadci$nieniem tetniczym od grup normotensyjnych, niezaleznie od warto$ci ARR (Tabela 1).

Wartosci ci$nienia tetna, podobnie jak ci$nienia skurczowego, byly najwyzsze w grupie
0s6b z nadci$nieniem tetniczym i byly istotnie statystycznie wyzsze w pordéwnaniu do
pozostatych grup. Réznice statystycznie istotne byty obserwowane takze pomiedzy podgrupami
0s6b normotensyjnych - najwyzsze byto u pacjentéw bedacych w pierwszym tercylu ARR.

Mimo braku réznic w zakresie $rednich stezen catkowitego cholesterolu, warto$ci frakcji
HDL i LDL w poszczeg6lnych podgrupach réznity sie znamiennie. Stezenie HDL rosto, a LDL
spadato wraz ze wzrostem warto$ci ARR w grupach os6b normotensyjnych. Najwyzsze wartoSci
frakcji LDL cholesterolu zanotowano w grupie pacjentéw z nadci$nieniem tetniczym. Byly one
istotnie statystycznie wyzsze w poréwnaniu z grupg NII i NIII os6b normotensyjnych (Tabela 1).

Srednie wartoéci CRP, szacowanej filtracji klebuszkowej, mocznika oraz natremii
i kaliemii, podobnie jak stezenie glukozy miescity sie w zakresie warto$ci fizjologicznych.
Wartosci CRP, GFR i sodu byty najnizsze w grupie pacjentéw z nadci$nieniem tetniczym i réznity
sie istotnie statystycznie w porownaniu z wartosciami w grupach NII i NIII os6b

normotensyjnych (Tabela 1).
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Tabela 1. Charakterystyka demograficzna oraz biochemiczna stratyfikacja ryzyka sercowo-

naczyniowego w poréwnywanych grupach.

I tercyl ARR II tercyl ARR III tercyl ARR Nadcis$nienie
(NI) (NID) (NIID) tetnicze (H) P
$rednia + SEM | $rednia + SEM [$rednia + SEM [$Srednia + SEM

N 23 23 24 31
Wiek (lata) 282 + 1,21 26,83 + 1,16 25,13 + 0,87 27,37 + 0,75 ns
HR (min-1) 70,5 + 2,88 71,47 £ 2,26 | 70,78 + 25 77,0 + 3,0 ns
SBP (mmHg) 132,14 + 4,59 127,78 + 3,11 |129,52 + 2,51 |14585 * 4,12 0,0009 *#$
DBP (mmHg) 80,71 £ 2,51 83,61 £ 2,09 84,04 + 1,83 88,60 + 2,65 ns
MAP (mmHg) 97,86 + 3,14 98,33 + 2,15 99,2+ 185 |107,68 + 2,82 | 0,0106#$
PP (mmHg) 51,43 + 2,48 4417 + 2,63 | 4548 + 2,04 57,25 + 3,26 | 0,0044 #5&%
Wzrost (cm) 179 £ 1,94 180,68 + 1,51 181,7 + 1,17 (180,61 = 1,17 ns
Waga (kg) 82,88 + 4,05 865+ 199 | 8539+ 17 83,61 + 2,88 ns
BMI (kg/m?) 25,76 + 0,95 26,56 + 0,64 | 2588 + 0,51 25,57 + 0,77 ns
WHR 0,95 £ 0,02 094 + 0,01 094 + 0,01 095 + 0,03 ns
PWYV C-F (m/s) 9,64 + 0,34 983+ 0,34 9,79 £+ 0,31 10,58 + 0,37 ns
TC (mg/dl) 186,18 + 7,93 | 177,29 + 11,38 |17416 + 6,7 |19141 + 747 ns
HDL (mg/dl) 47,09 £+ 1,67 52,29 + 2,13 | 56,26 + 2,83 50,00 + 2,03 0,0417 &
LDL (mg/dl) 108,71 = 7,6 97,89 £+ 9,78 91,05+ 6,99 |11690 * 6,31 0,0485 #3
TG (mg/dl) 154,62 + 21,96| 144,67 + 1598 |134,53 + 16,31 |122,62 + 13,32 ns
hs-CRP (mg/1) 2,57 + 0,49 294 + 036 32+ 028 2,00 + 0,60 | 0,0081#s$
Glukoza (mg/dl) 81,05 £+ 1,68 86,09 £+ 1,87 84,58 + 2,75 91,61 + 1,48 | 0,0012*#%
Kreatynina (mg/dl) 0,98 + 0,02 098+ 003 | 099+ 0,03 1,05 + 0,02 ns
GFR (ml/min/1,73m?) | 128,83 + 11,03 1413+ 555 | 1375+ 539 |111,44 + 7,54 | 0,0049#$
Kw. moczowy (mg/dl) 6,08 + 0,25 624+ 028 | 594+ 031 6,02 + 0,22 ns
Mocznik (mmol/1) 3157 + 1,59 343+ 1,85 325+ 1,56 30,18 =+ 1,23 ns
S6d (mmol/1) 140,86 + 057| 14191+ 0,38 |14137 + 041 |13993 + 043 | 0,0121#$
Potas (mmol/1) 4,01 + 0,06 41+ 0,07 40+ 0,07 421 £ 0,06 ns

Skréty: HR-tetno, SBP-cisnienie skurczowe, DBP-cisnienie rozkurczowe, MAP- Srednie cisnienie tetnicze, PP-ciSnienie
tetna, BMI-wskaznik masy ciata, WHR-wskaZnik talia biodro, PWV C-F-szybkos¢ propagacji fali tetna pomiedzy tetnicq
szyjnq a udowgq, TC-cholesterol catkowity, HDL-frakcja lipoprotein o duzej gestosci, LDL-frakcja lipoprotein o niskiej
gestosci, TG-tréjglicerydy, hsCRP-biatko C reaktywne, GFR-wskazZnik filtracji ktebuszkowej

wyniki analiz post hoc dla grup niepowiqzanych parami:
*- p<0,05 dla poréwnania grup H vs NI; # - p<0,05 dla poréwnania grup H vs. NII; $ - p<0,05 dla poréwnania grup H vs.
NIII; & - p<0,05 dla poréwnania grup NIl vs. NI; % - p<0,05 dla poréwnania grup NII vs. NI
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2. FMD

Nie wykazano istotnych statystycznie roéznic pomiedzy S$rednimi wartoSciami
wazodylatacji indukowanej przeptywem (FMD) przed i po podaniu L-Argininy ani w grupie os6b
z nadci$nieniem tetniczym (H), ani w grupach pacjentéw normotensyjnych (NI, NII, NIII).

Poréwnujgc warto$ci FMD miedzy grupami normotensyjnymi wykazano istotnie wyzsze
wartosci FMD po zastosowaniu ASA i L-Arg u pacjentéw z grupy NII w poréwnaniu do
pacjentéw nalezacych do grupy NI.

[stotnie wyzsze warto$ci FMD obserwowano takze wsréd pacjentow normotensyjnych
(NII) niZ u oséb z nadci$nieniem tetniczym (H) po zastosowaniu zaréwno samej L-Arg jak
i w potaczeniu z ASA. W grupie pacjentdéw z nadci$nieniem tetniczym podanie walsartanu i ASA

nie wptywato istotnie na warto$¢ FMD (Ryc. 7).

15- FMD
p<0,05
p<0,01
' p<0,05
[ |
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Ryc. 7. FMD.
Wartosci FMD wyjsciowe (etap A, B, C, D) oraz po podaniu L-Arg (etap A’, B, C’, D’)

3. Poréwnanie wybranych parametréow biodostepnosci tlenku azotu i stresu
nitrozacyjnego pomiedzy grupami
Osoby z nadci$nieniem tetniczym (H) cechowaty sie znamiennie nizszymi warto$ciami
$rednimi stezen L-Argininy - substratu dla syntazy NO oraz wspotczynnika L-Arginina/ADMA,
odzwierciedlajacego biodostepno$¢ L-Argininy, w poréwnaniu do 0séb z grup normotensyjnych.
Nie wykazano takze wptywu ASA na wartoSci tego parametru w zadnej z badanych grup
(Tabela 2). Nie zaobserwowano takze znamiennych réznic po zastosowaniu ASA i walsartanu

u 0sdb z nadci$nieniem tetniczym (Tabela 3).
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Tabela 2. Poréwnanie parametréow biodostepnosci NO w zaleznos$ci od etapu badania wewnatrz

grup (A vs B) oraz miedzy grupami (analiza wariancji i testy post hoc).

I tercyl ARR II tercyl ARR III tercyl ARR Nadci$nienie
(NI) (NII) (NII) tetnicze (H) P
$rednia + SEM |$érednia + SEM | $rednia + SEM |$érednia + SEM
L-Arg A 63,06 + 3,34 65,45 + 3,34 60,70 + 3,46 50,46 + 3,70 | 0,0103*#$
(nmol/1)
Vs Vs Vs Vs
L-ArgB 63,28 + 3,94 69,12 + 491 63,15 + 3,31 51,83 + 3,80 | 0,0101"#$
(nmol/1)
p=ns p=ns p=ns p=ns
ADMA A 0,41 + 0,02 0,46 + 0,02 0,42 + 0,02 0,51 = 0,02 [0,0009"#$%
(nmol/1)
Vs Vs Vs Vs
ADMA B 0,43 + 0,02 0,45 + 0,02 0,40 + 0,02 0,52 + 0,03 | 0,0034"%@
(nmol/1)
p=ns p=ns p=ns p=ns
L-Arg/AMDA A | 161,76 + 12,77 | 147,49 * 9,40 149,35 + 9,06 | 102,81 + 8,17 | 0,0004"#$
Vs Vs Vs Vs
L-Arg/AMDAB| 152,48 + 10,47 | 158,85 + 13,84 166,71 + 10,89 | 105,93 + 8,46 | 0,0002"#$
p=ns p=ns p=ns p=ns
SDMA A 0,46 + 0,03 0,46 + 0,02 0,50 + 0,02 0,46 + 0,02 ns
(nmol/1)
Vs Vs Vs Vs
SDMA B 0,49 + 0,02 0,46 + 0,02 0,53 £ 0,02 0,50 + 0,03 ns
(nmol/1)
p=ns p=ns p=ns p=ns
N-Tyr A 4890 + 1588 | 51,69 + 20,17 | 50,68 * 24,85 | 3537 * 594 ns
(nmol/1)
Vs Vs Vs Vs
N-Tyr B
60,66 + 22,98 | 46,35 + 14,80 86,58 + 26,50 | 3548 * 7,31 ns
(nmol/1)
p=ns p=ns p=ns p=ns

Etap A - wyjsciowo; Etap B - po ASA
Skroty: L-Arg - L-Arginina; ADMA - asymetryczna dimetyloarginina; SDMA - symetryczna dimetyloarginina;
N-Tyr - nitrotyrozyna

wyniki analiz post hoc parami dla grup niepowiqzanych:
*- p<0,05 dla poréwnania grup samoistne NT (H) vs NI; # - p<0,05 dla poréwnania grup samoistne NT (H) vs NII;
$ - p<0,05 dla poréwnania grup samoistne NT (H) vs NIII; @ - p<0,05 dla poréwnania grup NIII vs NII
% - p<0,05 dla poréownania grup NII vs NI
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Tabela 3. Poréwnanie parametrow biodostepnosci tlenku azotu w grupie os6b z nadci$nieniem

tetniczym(Grupa H)
A B C D p
$rednia + SEM |Srednia + SEM |Srednia +* SEM| Srednia + SEM
L-Arg (umol/l) 50,46 3,7 51,83 3,8 45,97 3,57 48,84 3,44| ns
ADMA (umol/I) 0,51 0,02 0,52 0,03 0,51 0,03 0,50 0,03| ns

L-Arg/AMDA 102,81 8,17 | 10593 846 97,02 9,79| 103,17 9,68| ns

SDMA (umol/1) 0,46 0,02 0,50 0,03 0,52 0,03 0,50 0,03 |p<0,05
p<0,01dlaCvs A
N-Tyr (nmol/1) 35,37 594 3548 7,31 Brak danych Brak danych ns

A - Grupa H wyjsciowo; B - Grupa H po podaniu ASA; C - Grupa H po podaniu walsartanu;
D - Grupa H po podaniu walsartanu i ASA; p - wartos¢ p dla catosci efektu w analizie wariancji

Skréty: L-Arg - L-Arginina; ADMA - asymetryczna dimetyloarginina; SDMA - symetryczna dimetyloarginina;
N-Tyr - nitrotyrozyny

Wyjsciowo znamiennie wyzsze wartosci ADMA obserwowane byly w grupie oséb
z nadci$nieniem tetniczym wzgledem grup normotensyjnych, jak réwniez w grupie NII
w poréwnaniu do grupy NI. Po podaniu ASA zaobserwowano podobnie istotne rdéznice
pomiedzy grupa z nadci$nieniem tetniczym a grupami normotensyjnymi (NI i NIII) oraz miedzy
grupami NIII i NII (Tabela 2). Po zastosowaniu zaré6wno ASA, jak i walsartanu nie odnotowano
istotnych réznic w stezeniu ADMA w grupie 0s6b z nadci$nieniem tetniczym (Tabela 3).

Stezenie SDMA, zwigzku uwazanego obecnie za marker wczesnej dysfunkcji nerek,
nie r6znito sie miedzy grupami (Tabela 2). Wykazywato za to znamienny wzrost po
zastosowania walsartanu w grupie pacjentéw z nadci$nieniem tetniczym (Tabela 3).

Analizujgc grupe z nadci$nieniem tetniczym na wszystkich czterech etapach protokotu
nie wykazano istotnych statystycznie réznic w stezeniach parametréw odpowiedzialnych za
biosynteze NO: L-Arg, ADMA i L-Arg/ADMA (Tabela 3).

Uwzgledniajac biodegradacje tlenku azotu, jako druga sktadowg jego biodostepnosci -
nie stwierdzono znamiennych réznic w nasileniu stresu nitrozacyjnego ocenianego przy uzyciu

nitrotyrozyny (Tabela 2).

4. Ocena wybranych parametrow stresu oksydacyjnego

W  badaniu oceniano nasilenie peroksydacji lipiddw analizujac  steZenie
malonylodialdehydu (hydroksyalkenali). W warunkach wyjsciowych zaobserwowano
znamienne réznice stezen malonylodialdehydu pomiedzy grupami pacjentéw z najnizszym (NI)
i sSrodkowym (NII) tercylem ARR. Srednie stezenie MDA u 0séb z nadciénieniem tetniczym byto
najwyzsze sposréd wszystkich grup, jednak roéznice byly nieistotne statystycznie.
Farmakologiczna blokada cyklooksygenazy przez kwas acetylosalicylowy nie spowodowata

znamiennych spadkéw poziomu MDA w poszczego6lnych grupach. Zaobserwowano za to istotne
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réznice pomiedzy grupa pacjentéw z nadciSnieniem tetniczym (H), a grupami normotensyjnymi
NII i NIII. Istotna réznica poziomu MDA obecna byta takze pomiedzy tymi grupami (NII
i NIII) (Ryc. 8).

8+ MDA
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Ryc. 8. Malonylodialdehyd
A - wyjsciowo; B - po ASA

Zastosowanie ASA spowodowato statystycznie znamienny wzrost indeksu tiolowego,
odzwierciedlajacego pojemnos¢ oksydacyjng, wewnatrz grup pacjentéw normotensyjnych NII
i NIII. Nie obserwowano statystycznie istotnych rdéznic w zakresie S$rednich wartosci
wsp6tczynnika tiolowego pomiedzy grupami ocenianego zaréwno w warunkach wyjsciowych,
jak i po blokadzie cyklooksygenazy. W grupach otrzymujacych walsartan i ASA wartoSci tego
parametru byly najnizsze, nie wykazano jednak zadnych znamiennych réznic w poréwnaniu

z innymi grupami (Ryc. 9).

500- Indeks tiolowy
*
400+
300 I
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200+
100+
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Ryc. 9. Indeks tiolowy

A - wyjsciowo; B - po ASA; C - po walsartanie; D - po walsartanie + ASA; * p<0,05 A vs B
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5. Ocena wybranych elementow uktadu RAA

Kategoryzacje grup normotensyjnych przeprowadzano w oparciu o warto$ci
wspétczynnika aldosteronowo-reninowego. Aktywno$¢ reninowa osocza (ARO), bedaca jedng ze
sktadowych ARR w grupach pacjentéw normotensyjnych wykazywata tendencje spadkowa
w kolejnych tercylach od NI do NIII osiagajac rdznice znamienne statystycznie pomiedzy
grupami NIII i NII oraz NIII i NI. Nie wykazano jednak istotnych réznic pomiedzy grupami
normotensyjnymi a grupg pacjentow 2z nadci$nieniem tetniczym. Zastosowanie ASA
spowodowato jedynie nieznaczny wzrost ARO w badanych grupach. Terapia walsartanem oséb
z nadci$nieniem tetniczym powodowata znamienny wzrost wartosci ARO. Zastosowanie ASA

u tych os6b nie miato istotnego wptywu na aktywno$¢ reninowa osocza (Ryc. 10).
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Ryc. 10. Aktywno$c¢ reninowa osocza

A - wyjsciowo; B - po ASA; C - po walsartanie; D - po walsartanie + ASA

Wartosci ARR wskutek kategoryzacji na tercyle wykazywaly tendencje wzrostowe
w grupach od NI do NIII os6b normotensyjnych osiggajac réznice znamienne statystycznie
pomiedzy grupami NI i NII, NI i NIII oraz NII i NIII przed podaniem ASA. Zastosowanie kwasu
acetylosalicylowego spowodowato zatarcie istniejagcych uprzednio istotnych réznic pomiedzy
grupami NII i NIIL

Warto$ci wspoétczynnika ARR w grupie pacjentéw z nadci$nieniem tetniczym byty

znamiennie nizsze niz w grupie NIII i zblizone do wartosci otrzymanych w grupie NII.
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Zaobserwowano istotny statystycznie spadek wartosci ARR wewnatrz grupy NIII po
podaniu ASA. Zastosowanie walsartanu w grupie 0sdb z nadci$nieniem tetniczym spowodowato
znamienny spadek ARR. Po zastosowaniu ASA w grupie oséb hipertensyjnych nie
zaobserwowano znamiennych réznic ani w warunkach wyj$ciowych, ani w warunkach blokady

RAA przez walsartan (Ryc. 11).
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Ryc. 11. Wskaznik aldosteronowo-reninowy
A - wyjsciowo; B - po ASA; C - po walsartanie; D - po walsartanie + ASA
*p<0,05 A vs Bw Grupie NIII

Wtérnie do Kkategoryzacji na grupy NI, NII, NIII, stezenie aldosteronu rosto
w poszczeg6lnych tercylach osiggajgc réznice znamienne statystycznie pomiedzy grupami NI
i NII, NI i NIII oraz NII i NIIl. Podobnie jak w przypadku wskaznika ARR, $rednie stezenie
aldosteronu w grupie os6b z nadci$nieniem tetniczym byto istotnie niZsze niz w grupie NIII
i zblizone do stezenia tego parametru w grupie NII. Zastosowanie kwasu acetylosalicylowego
spowodowato zatarcie istniejacych uprzednio istotnych réznic w stezeniu aldosteronu pomiedzy
grupami.

Analogicznie do ARR, zaobserwowano istotny statystycznie spadek stezenia aldosteronu
wewnatrz grupy NIII po podaniu ASA. Co ciekawe, Zadna z interwencji farmakologicznych nie

zmieniata istotnie stezenia aldosteronu w grupie 0séb z nadci$nieniem tetniczym (Ryc. 12).
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Ryc. 12. Aldosteron

A - wyjsciowo; B - po ASA; C - po walsartanie; D - po walsartanie + ASA
*p<0,05 A vs Bw Grupie NIII

6. Ocena wybranych markerow funkcji zapalnej i angiogennej sSrodbtonka

Zaobserwowano istotnie wyzsze wartosci sE-selektyny u os6b w grupie z nadci$nieniem
tetniczym w poréwnaniu z osobami normotensyjnymi z grup NII i NIII zaréwno w warunkach
wyj$ciowych, jak i po zastosowaniu kwasu acetylosalicylowego.

W grupie os6b z nadci$nieniem tetniczym (H) zastosowanie samego kwasu
acetylosalicylowego spowodowato jedynie nieistotny spadek stezenia sE-selektyny. Warto$¢
tego parametru nadal byta istotnie wyzsza niz w grupie os6b normotensyjnych z Il i III tercyla
(NII, NIII). Zastosowanie zaré6wno samego walsartanu jak i obu substancji (ASA i walsartanu)
spowodowato dalszy spadek sE-selektyny, powodujac zatracie rdznicy pomiedzy grupa

z nadci$nieniem tetniczym (H) a grupami NII i NIII (Ryc. 13).
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Ryc. 13. sE-selektyna

A - wyjsciowo; B - po ASA; C - po walsartanie; D - po walsartanie + ASA

Stezenie sICAM-1, podobnie jak stezenia sP-selektyny, wykazywato tendencje spadkowa
wraz ze wzrostem wartosci ARR, osiaggajac znamienne réznice pomiedzy grupami NIII i NI oraz
NIII i NII. Po zastosowaniu ASA zaobserwowano réznice jedynie pomiedzy grupami NIII i NI.

W grupie os6b z nadciS$nieniem tetniczym stezenie sICAM-1 byto znamiennie wyZsze
w poréwnaniu do grup normotensyjnych NIII i NII zaréwno przed, jak i po zastosowaniu ASA.
Analogicznie do sP-selektyny, stezenie sSICAM-1 w grupie H pozostawato niezmiennie niezalezne

od rodzaju zastosowanej interwencji farmakologicznej (Ryc. 14).
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Ryc. 14. sICAM-1

A - wyjsciowo; B - po ASA; C - po walsartanie; D - po walsartanie + ASA

Zaobserwowano istotnie wyzsze warto$ci sVCAM-1 w grupie normotensyjnej z najmniej

aktywowanym ukladem RAA (NI) oraz w grupie z nadci$nieniem tetniczym(H) w poréwnaniu

do grupy NII. Po podaniu ASA istotna statystycznie réznica utrzymywata sie pomiedzy grupa NI
i NIL

W grupie oséb z nadci$nieniem tetniczym nie zauwazono, aby jakakolwiek interwencja

terapeutyczna, stosowana w ramach protokotu badawczego, powodowata wystgpienie istotnych
zmian w zakresie omawianej adhezyny (Ryc. 15).
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Ryc. 15.sVCAM-1

A - wyjsciowo; B - po ASA; C - po walsartanie; D - po walsartanie + ASA

W grupach oséb normotensyjnych stezenie PAI-1 nie réznito sie znamiennie. W grupie
pacjentéow z nadci$nieniem tetniczym wyjSciowe wartosci tego parametru byly znamiennie
wyzsze w poréwnaniu do grupy NIII. Zastosowanie ASA spowodowato istotny wzrost stezenia
PAI-1 w grupie NI. Zaobserwowano takze znamienne réznice pomiedzy grupg z nadci$nieniem
tetniczym a grupami normotensyjnymi NIII i NII. W wyniku wzrostu stezenia PAI-1 w grupie NI
po podaniu ASA uwidoczniono znamienng roéznice w stezeniu tego parametru pomiedzy
grupami NIII i NI. W grupie oséb z nadci$nieniem tetniczym, podobnie jak w przypadku
sVCAM-1, sICAM-1 i sP-selektyny, nie zauwazono, aby jakakolwiek interwencja terapeutyczna

spowodowata wystapienie istotnych zmian stezenia PAI-1 (Ryc. 16).
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Ryc. 16. Inhibitor aktywatora plazminogenu 1
A - wyjsciowo; B - po ASA; C - po walsartanie; D - po walsartanie + ASA

*p<0,05 A vs Bw grupie NI

WyjsSciowe stezenie metabolitu PGI2 - 6-keto-PGF1-alfa bylo najwyzsze w grupie
normotensyjnej NII, i bylo ono znamiennie wyzsze w pordwnaniu do pozostatych grup
normotensyjnych (NI i NIII) oraz do grupy pacjentow z nadci$nieniem tetniczym. Zastosowanie
ASA w wyniku zahamowania syntezy prostacykliny spowodowato znamienny spadek stezenia
jej metabolitu w grupach NII oraz w grupie oséb z nadci$nieniem tetniczym leczonych
walsartanem. Pomimo spadku stezenia 6-keto-PGF1-alfa w grupie NII po podaniu ASA, nadal
widoczna byla istotna statystycznie roéznica pomiedzy ta grupa a grupa pacjentéw

z nadci$nieniem tetniczym (Ryc. 17).

69



6-keto-PGF1-alfa

p<0,01
400- <005 p<0,05 '
I 11 1
T
*
300+ l l l
T
g *
£ 200-
2
100
—Ax B A B A B A B C D
NI NIl NIl H
L |
p<0,05

Ryc. 17. 6-keto-PGF1-alfa

A - wyjsciowo; B - po ASA; C - po walsartanie; D - po walsartanie + ASA
*p<0,05Avs BiCvsDw poszczegdlnych grupach

Stezenie VEGF zar6wno w warunkach wyjsciowych, jak i po zastosowaniu ASA nie
réznito sie miedzy grupami. Zastosowanie ASA powodowato znamienny spadek stezenia tego
parametru w II teryclu ARR (NII). Monoterapia walsartanem, jak i taczne zastosowanie
walsartanu z ASA w grupie 0sdb z nadci$nieniem tetniczym nie miato wptywu na stezenie VEGF

(Ryc. 18).
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Ryc. 18. VEGF

A - wyjsciowo; B - po ASA; C - po walsartanie; D - po walsartanie + ASA

*p<0,05 A vs Bw grupie NII
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7. Ocena wybranych markerow aktywacji oraz testow agregacji ptytek krwi
A. Markery aktywacji ptytek krwi

W grupie NIII stezenie sP-selektyny byto najnizsze. Réznica ta byla znamienna
w poréwnaniu do grupy NI. W grupie oséb z nadci$nieniem tetniczym (H) wyjSciowe wartosci
tego parametru nie réznily sie znamiennie w pordéwnaniu do grup normotensyjnych. Nie

wykazano wptywu walsartanu na stezenie tego parametru (Ryc. 19).
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Ryc. 19. sP-selektyna

A - wyjsciowo; B - po ASA; C - po walsartanie; D - po walsartanie + ASA

Wyjsciowe stezenie tromboksanu B2 nie réznito sie statystycznie pomiedzy grupami.
Zastosowanie kwasu acetylosalicylowego spowodowato istotny spadek stezenia tromboksanu
B2 w kazdej z badanych grup. Terapia walsartanem wptywata na obserwowany trend spadkowy

stezenia TxB2 (Ryc. 20).
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Ryc. 20. Tromboksan B2

A - wyjsciowo; B - po ASA; C - po walsartanie; D - po walsartanie + ASA

*p<0,05A vs BiCvsDw poszczegdlnych grupach

B. Testy agregacji ptytek krwi

Nie wykazano znamiennych réznic w agregacji ptytek zaleznej od cyklooksygenazy
(ASPI test) pomiedzy podgrupami wyodrebnionymi w zalezno$ci od aktywnosci uktadu RAA.
Wartosci agregacji nie réznity sie réwniez pomiedzy grupa oséb z nadci$nieniem tetniczym
a poszczegblnymi podgrupami oséb normotensyjnych. Zastosowanie kardioprotekcyjnej dawki
ASA w kazdej z grup spowodowato zahamowanie agregacji plytek w podobnym stopniu.
Zastosowanie walsartanu w grupie 0oséb z nadci$nieniem tetniczym nie miato istotnego wptywu
na agregacje zalezng od cyklooksygenazy ani wyj$ciowo, ani po jednoczesnym podaniu ASA

(Ryc. 21).
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Ryc. 21. Test ASPI
A - wyjsciowo; B - po ASA; C - po walsartanie; D - po walsartanie + ASA

*. p<0.05; po zastosowaniu ASA vs. przed ASA

Nie wykazano istnienia znamiennych réznic w agregacji ptytek krwi zaleznej od ADP
pomiedzy tercylami oséb normotensyjnych wyodrebnionymi w oparciu o warto$ci ARR.
Podobnie, nie uwidoczniono réznic pomiedzy ww. grupami a grupa pacjentéw z nadcisnieniem
tetniczym. Zastosowanie ASA spowodowato nieistotny spadek agregacji zaleznej od ADP
w grupach oséb normotensyjnych, natomiast terapia walsartanem nie wplynela na agregacje

zalezng od ADP u 0s6b z nadci$nieniem tetniczym (Ryc. 22).
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Ryc. 22. Test ADP

A - wyjsciowo; B - po ASA; C - po walsartanie; D - po walsartanie + ASA
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Nie wykazano znamiennych réznic w agregacji ptytek =zaleznej od czynnika
von Willebranda w teScie z ristocetyng jako aktywatorem (RISTO test) pomiedzy
poszczegblnymi tercylami oséb normotensyjnych pogrupowanych w zaleznosci od stopnia
aktywacji ukladu RAA Nie wykazano takze, by osoby z nadci$nieniem tetniczym
charakteryzowaly sie znamiennie silniejsza odpowiedzia agregacyjng ptytek na zadanego
agoniste. Kardioprotekcyjna dawka ASA w podobnym stopniu hamowata odpowiedz
agregacyjng ptytek w podgrupach os6b normotensyjnych. Mniejszy, chodz nadal istotny, spadek
agregacji obserwowano w grupie oséb z nadci$nieniem tetniczym. Zastosowany w tej grupie
walsartan wykazat hamujacy wpltyw na agregacje ptytek zalezng od czynnika von Willebranda,
a takze potegowatl odpowiedzZ agregacyjng ptytek na ASA. Jednak nasilenie agregacji po tagcznym
zastosowaniu ASA iwalsartanu u oséb z nadci$nieniem tetniczym nadal utrzymywato sie na

poziomie wyzszym niz w grupie os6b normotensyjnych po zastosowaniu wytgcznie ASA.

Test RISTO

250+

2004 T T -
T T *#$

RISTO [AU]
o
?
*

-
o
?

50

A B A B A B A B C D
NI NIl NIl H

Ryc. 23. Test RISTO

A - wyjsciowo; B - po ASA; C - po walsartanie; D - po walsartanie + ASA
*. p<0.05; po zastosowaniu ASA vs. przed ASA (vs. A)

#- p<0.05; Dvs B

$-p<0.05;Dvs C

74



V. DYSKUSJA

W niniejszej pracy zbadano wplyw walsartanu na funkcje $rédbtonka u oséb
znadci$nieniem tetniczym, a takze przeanalizowano zaleznoSci pomiedzy aktywnoScig
i reaktywnoscia uktadu RAA a czynnoscia Srédbtonka - zaréwno u os6éb z prawidtowym
ciSnieniem tetniczym, jak i z pierwotnym nadci$nieniem tetniczym. Poznanie
i udokumentowanie tych powigzan, zwlaszcza u o0s6b z nadciSnieniem tetniczym, gdzie
aktywacja uktadu RAA jest jednym z kluczowych elementéw jego patogenezy, pozwala nie tylko
na pogtebienie naszej wiedzy, ale prowadzi takze do optymalizacji farmakoterapii.

Aktywnos$¢ uktadu RAA oceniono oznaczajac wartos¢ wspoétczynnika aldosteronowo-
reninowego, a nastepnie w oparciu o niego podzielono osoby normotensyjne na tercyle. Podziat
taki w metodologii badan stosuje sie celem wyznaczenia rozktadu normalnego wartosci
zmiennej. W otrzymanych tercylach (grupach normotensyjnych) dokonywano pordéwnan
Z osobami z nadci$nieniem tetniczym.

W niniejszej pracy aktywno$¢ reniny oceniono wykorzystujagc ARO. Obecnie czesciej
oznacza sie osoczowe stezenie reniny (PRC; ang. plasma renin concentration). W czasie
wykonywania badan ARO byta jednak rutynowym parametrem wykorzystywanym w praktyce
klinicznej i takg wystandaryzowang metoda radioimmunometryczng dysponowato laboratorium
szpitalne.

Ustalony protokét badawczy zaktadat zatem pordéwnanie tak wyodrebnionych grup
w warunkach wyj$ciowych, bez jakiejkolwiek farmakoterapii. Nastepnie, zastosowanie dozylnej
infuzji nasycajacej dawki L-Argininy miato za zadanie zapewni¢ maksymalne wyparcie
inhibitora kompetycyjnego z centrum aktywnego syntazy tlenku azotu, dajac w efekcie wzrost
jego produkcji zgodnie z zasadami kinetyki zerowego rzedu, uzyskujac tym samym maksymalny
mozliwy putap syntezy NO u danego pacjenta. Oczywiscie nie determinowato to biodostepnosci
tlenku azotu ani tez - w efekcie — nie musiato skutkowa¢ maksymalizacja wazodylatacyjnej
zdolnosci srédbtonka, ocenionej jako FMD, bowiem wcigz mozliwa byta degradacja tlenku azotu,
m.in. przez reaktywne formy tlenu.

W zwigzku z tym, aby oceni¢, na ile cykliczne nadtlenki o relatywnie wysokim
potencjalne redoks, powstajace w wyniku aktywacji kaskady kwasu arachidonowego,
sg zrédiem stresu oksydacyjnego3!4, dokonano proby farmakologicznego zablokowania
cyklooksygenazy-1 (COX-1) poprzez zastosowanie Kkardioprotekcyjnej dawki kwasu
acetylosalicylowego. Wybdér ASA podyktowany byt m.in jego powszechnym stosowaniem
w profilaktyce zdarzen sercowo-naczyniowych. Protokot ten zostat zaadoptowany z pracy31s,
gdzie badano réwniez ww. zaleznoSci. Nie zastosowano tutaj indometacyny, opisywanej

w pierwotnej wersji protokotu?76 ze wzgledu na zamyst badania funkcji ptytek krwi oraz brak
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jednoznacznych zestawien literaturowych dotyczacych wptywu poszczegédlnych inhibitoréw
cyklooksygenazy na ich aktywacje i zdolno$ci agregacyjne. Kolejnym krokiem w niniejszej pracy
byta ocena wptywu farmakologicznej blokady receptora 1 dla angiotensyny II (AT1R) w grupie
0s6b z nadci$nieniem tetniczym i ocena jej wptywu na wspomniane wyzej zalezno$ci. Po dwéch
tygodniach leczenia walsartanem powtdrzono oméwiony powyzej protokdt. Uzyskane wyniki
poréwnano nastepnie w szeregach czasowych (w 1., 5., 20. i 25. dniu do$wiadczenia) jako
zmienne zalezZne w grupie 0séb z nadci$nieniem tetniczym. W ten sposéb dokonano oceny zmian
aktywacji ptytek, a takze zmian fenotypu funkcji sSr6dbtonka. Badania sr6dbtonka, podobnie jak
w pierwszej fazie eksperymentu porownujgcej grupe oséb z nadcisnieniem do oso6b
normotensyjnych, obejmowaly parametry biotransformacji tlenku azotu, a takze wybrane
elementy jego aktywacji zapalnej, angiogennej oraz markery stresu oksydacyjnego wywodzace
sie z kaskady kwasu arachidonowego i oceniajgce peroksydacje lipidow oraz cytozolowy
potencjat antyoksydacyjny. Uzyskany schemat eksperymentalny zostat stworzony na potrzeby
niniejszego projektu i jest dzietem autorskim zespotu badawczego. Umozliwia on ocene in vivo
zaleznos$ci miedzy ww. parametrami (interakcje ptytki-§rédbtonek oraz ich modyfikacja poprzez
powszechnie stosowang farmakoterapie, zgodnie z aktualnymi standardami postepowania).
Daje to mozliwo$¢ wyciagania wnioskdw majacych bezposrednie implikacje kliniczne, opartych
na dowodach pochodzacych z zakresu nauk podstawowych, w tym patofizjologii i farmakologii
eksperymentalnej, co stanowi przyktad wykorzystania medycyny translacyjnej w terapii
kardiologiczne;j.

Dalsze etapy niniejszej dyskusji prowadzone beda zgodnie z poszczeg6lnymi

podrozdziatami zaprezentowanych wynikéw, w celu zapewnienia ich sp6jnej interpretacji.

1. Charakterystyka demograficzna

Grupy badane - pacjenci z nadciSnieniem tetniczym oraz osoby normotensyjne
przypisane do poszczegélnych tercyli, nie réznity sie miedzy soba w zakresie wieku, wszyscy
byli ptci meskiej, nie odnotowano réznic w zakresie czestoSci spoczynkowej akcji serca.

Rdznice w zakresie Srednich wartosci skurczowego i sredniego ci$nienia tetniczego oraz
ci$nienia tetna byly wtoérne do Kkategoryzacji pacjentéw (osoby z nowo rozpoznanym
nieleczconym nadci$nieniem vs osoby normotensyjne w poszczegdlnych tercylach
wyodrebnionych wg aktywno$ci uktadu RAA). Warto zwréci¢ uwage na brak réznic w zakresie
rozkurczowego ciSnienia tetniczego, co posrednio $wiadczy¢ moze o zblizonych wartosciach
obwodowego oporu naczyniowego. W grupie os6b normotensyjnych widoczny byt trend
wzrostowy warto$ci DBP w miare wzrostu wartosci ARR, cho¢ nie uzyskatl on znamiennosci
statystycznej, co moze wynika¢ z nieduzej liczebnosci poszczeg6lnych grup. Wiadomo bowiem,

ze aktywacja uktadu RAA prowadzi do wzrostu napiecia Sciany naczyn (oporu obwodowego),
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atym samym powinna przetozy¢ sie na wzrost wartosci DBP316e. Wyniki pracy potwierdzaja
takze obserwacje Lieb i wsp.317 wykazujace zalezno$¢ pomiedzy wzrostem oporu naczyniowego
a warto$cia rozkurczowego ciSnienia tetniczego w warunkach normotensji, natomiast
w przypadku rozwiniecia nadci$nienia tetniczego zalezno$¢ ta staje sie mniej istotna, co
ttumaczone jest aktywacja roéznych mechanizméw kompensacyjnych determinujacych
autoregulacje oporu naczyniowego. Wyniki badan Lieb i wsp. przeprowadzone byty na modelu
zwierzecym (owca), a obecna praca potwierdza wystepowania podobnych zaleznosci u ludzi.

Pacjenci w poszczeg6lnych grupach nie réznili sie miedzy sobg warto$ciami wskaznika
masy ciata (BMI) oraz wspoétczynnika talia-biodro (WHR), co pozwala na wyeliminowanie
wptywu zmian dystrybucji tkanki ttuszczowej, wystepowania otytosci i nadwagi jako zmiennej
zakldcajacej oceniane zaleznosci.

Szybko$¢ propagacji fali tetna na odcinku szyjno-udowym, uznana przez Europejskie
Towarzystwo Kardiologiczne (ESC) i Europejskie Towarzystwo Nadci$nienia Tetniczego
(ESH)148279 za jeden z elementoéw oceny ryzyka sercowo-naczyniowego, ktéry mozna rozwazy¢
jako narzedzie doprecyzowujace, nie réznily sie miedzy analizowanymi grupami. Pozwala to na
stwierdzenie, Ze osoby te nie réznity sie miedzy soba sztywno$cia naczyn, a zatem
i zaawansowaniem procesu miazdzycowego. Ocena szybkos$ci propagacji fali tetna jest jedng
z wielu metod wykrywania miazdzycy w jej subklinicznym stadium. Bedac obarczona ryzykiem
btedéw pomiaru, pozostaje nadal przedmiotem krytyki3!8. Co ciekawe, nowsze prace sugeruja,
ze szybko$¢ propagacji fali tetna odzwierciedla¢ moze nie tylko sztywno$¢ naczyn powstajgcg
wskutek odktadania soli wapnia w ich $cianie, ale tez spadek elastycznoSci/podatnosci na
odksztatcanie pod wplywem ci$nienia wskutek zachodzacego skurczu mie$sniowki gladkiej
$ciany naczyn (wzrost tzw. tonusu naczynia)319. Obserwacje te dotycza jednak mikrokrazenia
i badan reaktywnos$ci drobnych naczyn oporowych zbudowanych z reaktywnej mie$nidwki
gtadkiej i dlatego prawdopodobnie nie znalazty one odzwierciedlenia w wynikach badan
sztywnosci duzych naczyn sprezystych przeprowadzonych w omawianej pracy. Warto byloby
zatem w dalszych etapach oceni¢ sztywno$¢ naczyn innymi metodami, takimi jak kardiografia
impedancyjna, mogaca dodatkowo estymowa¢ wartoSci ci$nienia centralnego, a takze
obwodowa tonometria tetnicza (PAT; ang. peripheral aterial tonometry) oceniajgca funkcje
wazodylatacyjna srédbtonka na poziomie mikrokrgzenia.

Kolejnym analizowanym aspektem w stratyfikacji ryzyka sercowo-naczyniowego
w omawianych grupach byla ocena wybranych parametréw biochemicznych, rutynowo
stosowanych w tym celu w praktyce klinicznej. Stwierdzono tu znamienne statystycznie réznice
w zaKkresie wartosci $rednich stezen w surowicy frakcji LDL i HDL cholesterolu przy braku

réznic w zakresie cholesterolu catkowitego i trojglicerydéw. Pierwszym spostrzezeniem, jakie
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nasuwa sie przy interpretacji tych wynikéw, jest fakt matej przydatnosci oceny stezenia tylko
cholesterolu catkowitego, bez jego frakcji, w precyzyjnej ocenie ryzyka.

Wiadomo, Ze stezenie trojglicerydéw i obwo6d brzucha sa najprostszymi klinicznymi
metodami identyfikacji pacjentow z tzw. zespotem metabolicznym. Istnienie zespotu
metabolicznego, jako jednostki chorobowej, jest przedmiotem nieustajgcych sporéw i dyskusji.
Brak réznic w stezeniach tréjglicerydéw i Srednich wspétczynnikéw WHR i BMI pozwala na
stwierdzenie, ze zesp6t metaboliczny nie jest tu zmienng zaktdcajaca przeprowadzone analizy.

Zaskakujacy jest stwierdzony wzrostowy trend wartosci Srednich stezen frakcji HDL
cholesterolu i spadek LDL wraz ze wzrostem wspotczynnika aldosteronowo-reninowego (ARR).
Jest to obserwacja o tyle ciekawa, ze aktywacji ukladu RAA atrybuowane sg negatywne skutki
w zakresie wielu dotychczas znanych czynnikéw ryzyka. Tymczasem, jak juz wspomniano, w tej
pracy, wraz ze wzrostem aktywnosci ukltadu RAA wyrazonego poprzez ARR stwierdzono spadek
stezenia frakcji LDL cholesterolu u 0oséb normotensyjnych. Prawdopodobnie mozna to powigzaé
z wptywem Ang Il na zwiekszong ekspresje receptora LRP1 w obrebie miesni gtadkich naczyn,
co prowadzi do wewngtrzkomérkowego nagromadzenia czasteczek LDL cholesterolu32o.

Ciekawa jest rowniez obserwacja, Ze najwyzsze wartosci LDL obecne byty u pacjentéw
z nadci$nieniem tetniczym, co sugeruje istnienie powiazan pomiedzy warto$ciami ci$nienia
tetniczego a metabolizmem lipidow. W niedawno opublikowanej pracy Pizonia i wsp.32!
oceniajacej profil lipidowy u os6b z nadci$nieniem tetniczym, wykazano wyzsze wartosci
cholesterolu catkowitego oraz jego frakcji LDL u oséb z wysokorenionowym nadci$nieniem
tetniczym w pordéwnaniu do 0s6b z niskoreninowym nadci$nieniem tetniczym, co korelowatoby
Z wspomnianymi obserwacjami zaleznos$ci stezenia LDL od wartosci ARR. W innym badaniu
takze przeanalizowano zalezno$¢ miedzy hipercholesterolemig a uktadem RAA. Wykazano,
Ze zmniejszenie stezenia cholesterolu catkowitego, jak i jego frakcji LDL przy uzyciu statyn
koreluje ze spadkiem aktywnos$ci uktadu RAA322, jednakze doktadniejsze poznanie wzajemnych
powigzan wymaga dalszych badan.

Kolejnym godnym uwagi aspektem jest wzrost warto$ci $rednich hsCRP wraz ze
wzrostem ARR. Wprawdzie mie$city sie one w normie, jednakze w wielu opracowaniach
warto$ci hsCRP z punktem odciecia ponad 3,0 uznawane s3 za czynnik ryzyka sercowo-
naczyniowego323 324 325, (Qbserwacja ta wskazywa¢ moze zatem na prozapalne dzialanie
aldosteronu, odnotowywane takze w pracach innych badaczy326. Chcac dalej zglebi¢ te
zalezno$¢, warto bytoby oznaczy¢ stezenie I1-6, jako bardziej czulego markera zapalnego
bezposrednio powigzanego z CRP, a takze wykona¢ prébe profilowania rodzaju reakcji zapalnej
i odpowiedzi immunologicznej poprzez ocene stezen rozpuszczalnych form Il-1, TNF-alfa lub
I1-4, 11-5 i 11-10. Osoby z samoistnym nadci$nieniem tetniczym nie cechowaly sie wysokimi

wartosciami CRP. W dostepnej literaturze opisano wiele mozliwych zaleZno$ci pomiedzy
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wartoscia CRP a pierwotnym nadciSnieniem tetniczym327 328, jednakze analiza badania
przeprowadzonego na duzej grupie pacjentow nie wykazata istotnego powigzania329. Pierwotny
hiperaldosteronizm w pracy van der Heijden i wsp. wigzat sie z nasileniem reakcji zapalnej
Sciany naczynia, ocenionej badaniem PET-CT, co jednakze nie znalazio odzwierciedlenia
w stezeniu cytokin prozapalnych w surowicy, w tym hsCRP, IL-6, sVCAM-1, sE-selektyny.
Wykazano natomiast aktywacje prozapalng ex vivo komérek immunokompetentnych330.
Zaleznosci te beda szerzej omdéwione w dalszej czesci dyskusji dotyczacej aktywacji zapalnej
Srédbtonka.

Odnotowano takze niewielkie réznice w stezeniach glukozy na czczo miedzy grupami,
ale w zadnej z grup stezenie nie przekraczato punktu odciecia dla normy, co wskazuje na
podobng gospodarke weglowodanowa w badanych grupach. OczywiScie petna ocena
metabolizmu glukozy powinna objgé ocene doustnego testu obcigzenia glukoza, z oceng
insulinemii, wyliczenia wskaZnikéw insulinoopornosci i hiperinsulinizmu, jednakze nie
stanowito to celu niniejszej pracy.

Podobna obserwacja dotyczy parametrow funkcji nerek - obserwowane rdznice
w stezeniach kreatyniny i mocznika w surowicy oraz wartosciach srednich eGFR byty niewielkie
i we wszystkich grupach miescity sie w zakresie norm fizjologicznych. Dzieki temu mozna
stwierdzi¢, ze dysfunkcja nerek nie stanowita zmiennej zakt6cajacej prowadzonych analiz.
Potwierdzeniem tego jest brak réznic miedzy grupami w stezeniu symetrycznej
dimetyloargininy (SDMA). Jest to uznany, czuly marker wczesnej dysfunkcji nerek, wykazujacy
tendencje wzrostowg przy nawet niewielkim spadku filtracji ktebuszkowej331.

Mimo zdywersyfikowania os6b z prawidtowymi warto$ciami ci$nienia tetniczego
w zalezno$ci od aktywacji uktadu RAA, nie odnotowano réznic w stezeniach elektrolitow.
Stezenie potasu nie réznito sie miedzy podgrupami, wskazujgc tym samym na matg czutos¢ tego
parametru w diagnostyce subklinicznego hiperaldosteronizmu. Taka obserwacja zostata

potwierdzona takze w innych opublikowanych doniesieniach332 333,

2. Funkcja wazodylatacyjna srédbtonka - FMD

Wyijsciowy brak réznic w wartosciach FMD miedzy wszystkimi czterema omawianymi
grupami wskazuje na poréwnywalng biodostepno$¢ tlenu azotu w kazdej z nich. Warto
zauwazy¢, ze w drugim tercylu (NII) podanie L-Arg niezaleznie od ASA powoduje nieistotny
wzrost wazodylatacji indukowanej przeptywem (FMD), co moze sugerowac, ze biodostepnos¢
tlenku azotu w tej grupie ograniczona byla przede wszystkim przez jego zmniejszong synteze
inie zalezy od degradacji wynikajacej z dziatania reaktywnych form tlenu pochodzacych
z kaskady kwasu arachidonowego. Wydaje sie, ze ASA blokujgc COX hamuje synteze ROS, a tym

samym zmniejsza stopien degradacji NO.
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W dostepnej literaturze opisano, ze zaré6wno podwyzszony poziom aldosteronu, jak
iwyzsze wartoSci ARR, sa zwigzane z upo$ledzeniem funkcji $rdédbtonka naczyniowego
mierzonej metodg FMD334 335, Wyniki cytowanego badania Nishizaka i wsp. wskazuja,
ze przewlekty hiperaldosteronizm powoduje dysfunkcje srédbtonka naczyniowego niezaleznie
od wartosci ci$nienia tetniczego. W niniejszej pracy badano pacjentéw miodych (ponizej 40 roku
zycia), z krotkim wywiadem chorobowym, u ktérych raczej niewidoczne s3 jeszcze zmiany
o charakterze wit6knienia, ktére moga by¢ jedng z przyczyn zafatszowanych wynikéw oceny
funkcji Srodbtonka metoda FMD u 0séb starszych.

Warto zauwazy¢, ze u osOb z nadciSnieniem tetniczym nieleczonych hipotensyjnie
(oznaczonych jako A i B) nie zaobserwowano dynamicznych zmian FMD w odpowiedzi na
zastosowane interwencje farmakologiczne, czyli podanie L-Arg, a nastepnie ASA tacznie z L-Arg.
Powyzsze obserwacje nie potwierdzajag wynikow badan?7é, gdzie wzrost FMD po zastosowaniu
L-Arg w warunkach wyjsSciowych, jak i po wecze$niejszym zastosowaniu indometacyny
sugerowatl, ze biodostepnos¢ tlenku azotu oceniana metoda FMD u os6b z nadci$nieniem
tetniczym pierwotnym jest zmniejszona zaréwno wskutek zmniejszonej syntezy, jak i nasilonej
degradacji NO. Warto jednak zauwazy¢, Ze obserwowane w tamtej pracy réznice dotyczyty
przede wszystkim podgrupy chorych, u ktérych wyj$ciowo uposledzona byta wazodylatacja
indukowana przeptywem. Jako kolejne potencjalne wyjasnienie tych réznic mozna tez prébowac
przyjac zastosowanie jako inhibitora cyklooksygenazy - indometacyny, wykazujacej inny profil
farmakodynamiczny niz zastosowany w biezgcym badaniu kwas acetylosalicylowy.

Zaskakujaca obserwacja jest brak wptywu walsartanu na obserwowane zaleZno$ci.
Wyniki pomiaréw FMD na poszczegdlnych etapach protokotu badawczego z L-Argining i ASA nie
réznity sie w zaleznosci od zastosowania terapii hipotensyjnej. Obserwacja ta zdaje sie przeczy¢
istnieniu plejotropowego dziatania walsartanu na $réddbtonek poprzez poprawe biodostepnosci
NO, postulowanej przez niektérych badaczy336. W pracy Su KH i wsp. wykazano, ze walsartan
nasila synteze tlenku azotu w komdrkach srédbtonka poprzez aktywacje jednego ze szlakow
transdukcji sygnatu poprzez kinazy aktywowanych mitogenem (MAPK; ang. mitogen-activated
protein kinases) - Src/PI3K, Akt337. Dlatego tez wydaje sie, Ze w kolejnych etapach nalezatoby
poréwnac poszczeg6lne sartany (ARB) miedzy sobg, a by¢ moze takze pordéwnaé sartany
z wybranymi inhibitorami konwertazy (ACEI). Wykazanie innych zalezno$ci dla ACEI mogloby
stanowi¢ ciekawa propozycje wyjasnienia obserwowanych w badaniach prospektywnych réznic
w zakresie wptywu tych dwoéch grup lekéw na redukcje $miertelnosci z przyczyn sercowo-
naczyniowych, wskazujac np. na istnienie plejotropowego dziatania wytacznie ACEIL. Obecnie
atrybuowane sg one m.in. do korzystnego efektu dziatania bradykininy, ktéra na drodze
aktywacji receptoréw dla bradykininy (BK1 i BK2; ang. bradykinin receptor 1 and 2) zwieksza

synteze $rédbtonkowa tlenku azotu i prostacykliny.
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Brak poprawy funkcji sr6dbtonka po zastosowaniu walsartanu obserwowany w obecnej
pracy koresponduje z wynikami uzyskanymi przez M. Kosch i wsp., gdzie rowniez nie wykazano
korzystnego wptywu tego leku na funkcje srédbtonka u pacjentéw z nadci$nieniem tetniczym
leczonych walsartanem lub metoprololem338. Podobnie w badaniu Klingbeil i wsp. nie
stwierdzono poprawy funkcji §rédbtonka ocenianego m.in przez pomiar naptywu tetniczego
w zakresie przedramienia (metoda FBF - ang. forearm blood flow) w wyniku zastosowania
walsartanu339. Podobne wyniki otrzymano w pracy oceniajgcej m.in wptyw losartanu, gdzie nie
potwierdzono jego korzystnej roli tego leku na funkcje $rédbtonka wykorzystujac metode
FMD340, Z drugiej strony, w literaturze mozna znalezZ¢ do$¢ liczne doniesienia o korzystnym
wptywie ARB, w tym walsartanu, na $rédblonek336341342, Wykazano w nich zwiekszenie
wazodylatacji zaleznej od $rédbtonka szczegdlnie w przebudowanych naczyniach tetniczych
0s6b z nadci$nieniem tetniczym. W tym kontek$cie warto bytoby zwro6ci¢é uwage na wyniki
cytowanej wyzej pracy Su KH337, gdzie zaangazowanie kinaz aktywowanych mitogenem z jednej
strony jest uznane za czynnik determinujacy biodostepnos$¢ tlenku azotu, z drugiej za$ szlak ten
jest jednym z Kkluczowych w przekazywaniu sygnatow indukujacych przerost miesnia
sercowego, miesniowki gtadkiej $ciany naczyn i jej widknienie. Poprawe funkcji srédbtonka
naczyniowego ocenianego metodag FMD u pacjentéw w nadci$nieniem tetniczym wykazano
takze dla nowszego antagonisty receptora angiotensyny - olmesartanu, co wigzano w tym
przypadku ze zmniejszeniem natezenia stresu oksydacyjnego343. Warto zwrdci¢ uwage na to,
ze metodyka FMD stuzaca do oceny funkcji wazdodylatacyjnej $rodbtonka jest wprawdzie
uznanym standardem, ale nie odzwierciedla reaktywno$ci mikrokrazenia - w tym celu
nalezatoby przeprowadzi¢ badania innymi metodami, m.in. z pomoca obwodowej tonometrii
tetniczej.

W przeciwienstwie do pacjentéw z miazdzyca i hiperlipidemig, poprawa funkcji
$rodbtonka u pacjentéw z pierwotnym nadci$nieniem tetniczym, wymaga prawdopodobnie
dtuzszego czasu leczenia i jest powigzana ze zmianami zachodzacymi w S$cianie naczyn
tetniczych jak np. przerost mie$ni gtadkich czy zmiana organizacji wtokien kolagenu
i elastyny344. Dlatego brak spodziewanego korzystnego dziatania walsartanu na $rédbtonek
w obecnej pracy moze sie wigzac z kilkoma czynnikami. Do$¢ krotki, 14-dniowy czas stosowania
walsartanu, moze by¢ niewystarczajacy do wykazania istotnych statycznie réznic. Ponadto,
stosowana niewielka dawka walsartanu 80 mg/dobe moze by¢ zbyt niska w poréwnaniu do
wiekszych dawek 160-320mg/dobe stosowanych w innych badaniach. Dodatkowo, osoby
biorgce udziat w obecnym badaniu byly w mtodszym wieku i bez istotnych choréb
wspolistniejgcych, poza stwierdzonym nadci$nieniem tetniczym. Wyrazny korzystny efekt
walsartanu w przeprowadzonych badaniach byl opisywany najczes$ciej u oséb zistotnymi

chorobami uktadu sercowo-naczyniowego i zaawansowang dysfunkcja srédbtonka.
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3. Parametry metabolizmu NO i stresu nitrozacyjnego

Asymetryczna dimetyloarginina (ADMA) jest uznana za marker dysfunkcji $rédbtonka.
Jej podwyzszony poziom opisano m.in. w pierwotnym hiperaldosteronizmie345. W omawianej
pracy obserwowano istotnie wyzsze wyjsciowe wartosci ADMA u oséb normotensyjnych
w II tercylu ARR w poréwnaniu do pierwszego. Réznice te sg wyrazne pomiedzy pacjentami
z grup normotensyjnych a pacjentami z nadci$nieniem tetniczym. Podobnie jak w obecnej pracy,
wyzsze stezenia ADMA w grupie os6b z nadciSnieniem tetniczym obserwowane byly takze
w Kilku innych pracach346 347,

Podobnie do ADMA, godne odnotowania jest wystepowanie znamiennie nizszych
wartosci stezen L-Argininy i wspotczynnika L-Arginina/ADMA u oséb z nadci$nieniem
tetniczym, w poréwnaniu do normotensyjnych. Spadek stezenia L-Argininy i wspétczynnika
L-Arginina/ADMA oraz wzrost ADMA przy jednocze$nie zachowanym FMD u oséb
z nadci$nieniem tetniczym $wiadczy¢ moze o mniej nasilonej degradacji tlenku azotu. Takie
wnioski potwierdza niZsze stezenie nitrotyrozyny w tej grupie.

Nitrotyrozyna powstaje gtdwnie przy udziale wolnych rodnikéw: tlenku azotu (NO®) oraz
anionorodnika ponadtlenkowego (02-), ktére po potaczeniu tworza nadtlenooazotyn (ONOO-)
bedacy silnym czynnikiem utleniajgcym i nitrujagcym. Dzieki temu nitrotyrozyne oznacza sie jako
marker stresu oksydacyjnego (nitrozacyjnego) oraz degradacji tlenku azotu348. Dlatego, spadek
jej stezenia jest do$¢ zaskakujacy, gdyz u os6b z nadci$nieniem tetniczym, zuwagi na
potencjalny stres oksydacyjny, nalezato by raczej spodziewac sie wyzszych wartosci tego
parametru niZ u oséb normotensyjnych.

Wyniki obecnej pracy wskazuja, ze ani farmakologiczna blokada cyklooksygenazy, ani
blokada receptora AT1 nie wplywaja na wartosci ADMA. Dlatego tez, wydaje sie, ze zaréwno
uktad RAA, jak i szlak cyklooksygenazy nie wptywaja na biodostepno$¢ NO. By¢ moze nalezatoby
oceni¢c wplyw ASA i walsartanu na aktywno$¢ metylotransferazy argininowej
(PRMT; ang. protein arginine methyltransferase) i dimetyloaminohydrolazy dimetyloargininy
(DDAH; ang. dimethylarginine dimethylaminohydrolase) (enzyméw odpowiedzialnych
odpowiednio za synteze i degradacje ADMA), co moze stanowi¢ punkt wyjscia do dalszych
badan.

Warto zaznaczy¢, ze w dostepnej literaturze dane na temat wptywu ACEI jak i ARB na
sktadowe metabolizmu tlenku azotu sg sprzeczne i niepetne. W badaniach z wykorzystaniem
enalaprilu, eprosartanu349, perindoprilu i losartanu3s?, a takze zofenoprilu, ktéremu z uwagi na
obecno$¢ grupy -SH przypisuje sie dodatkowe wtasciwosci przeciwutleniajace3>!, wykazano
zmniejszenie stezenia ADMA w wyniku stosowanej terapii, natomiast w badaniu

z wyKkorzystaniem olmesartanu33! nie wykazano wplywu na warto§¢ ADMA. Brak
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spodziewanego efektu walsartanu i ASA na zmniejszenie poziomu ADMA w tej pracy moze sie
wigzac m.in. z dos¢ krotkim czasem terapii, jak rowniez z niewielka zastosowang dawka.

Ciekawe wyniki zaprezentowano w pracy Chen GF i wsp.352, w ktorej blokada receptora
AT1 odpowiada za wzrost wspoétczynnika L-Arg/ADMA poprzez ograniczenie aktywacji
nerkowej i osoczowej arginazy. Dodatkowo, antagonisci receptora AT1 powodujg spadek
ekspresji DDAH2, wzrost DDHA1 i wzrost catkowitego DDAH w nerkach bez wplywu na
osoczowe stezenie ADMA. Wydaje sie, ze moze to by¢ dodatkowy mechanizm
nefroprotekcyjnego dziatania sartanéw, niezalezny od wptywu na funkcje $rodbtonka,
co stanowi¢ moze dalszy kierunek badan, zwtlaszcza, ze wyniki tej pracy potwierdzajg brak
wptywu walsartanu na stezenie ADMA.

W niedawno opublikowanej analizie wykazano, Ze zaréwno ADMA, jak SDMA sa
niezaleznymi czynnikami ryzyka zgonu z dowolnej przyczyny oraz zgonu z przyczyn Sercowo-
naczyniowych. U pacjentéw z przewlekla chorobg nerek wykazano podwyzszone wartosci tych
parametréw. Co wiecej, SDMA okazato sie by¢ czulym markerem wczesnej dysfunkcji nerek i by¢
moze okaze sie lepszym jej wskaznikiem niz dotychczas stosowane wzory CKD-EPI (Chronic
Kidney Disease Epidemiology Collaboration) oraz MDRD (Modification of Diet in Renal
Disease)331,

Warto zwrdéci¢ uwage na istotny wzrost stezenia SDMA w odpowiedzi na zastosowanie
walsartanu. Jak wiadomo, podczas stosowania ACEI i ARB dochodzi do spadku filtracji
ktebuszkowej spowodowanego obnizeniem ci$nienia filtracji w ktebuszkach nerkowych
wskutek rozszerzenia tetniczki odprowadzajacej nefronu. Mozna by zatem uznaé, Ze ten
mechanizm jest odpowiedzialny za wzrost SDMA w grupie chorych leczonych walsartanem.

Z drugiej strony wykazano, Ze u pacjentéw z nadci$nieniem tetniczym oraz w koncowym
stadium przewlektej choroby nerek poddanych hemodializie krétkotrwata terapia walsartanem
w dawce 320 mg/d przez 6 tygodni spowodowata obnizenie stezenia wybranych parametréow
stresu oksydacyjnego oraz ADMA i SDMA353. Podobnie w pracy Yilmaz MI i wsp. wykazano,
ze 3 miesieczna terapia walsartanem w dawce 160 mg/d istotnie obnizata m.in. poziom ADMA,
SDMA, hsCRP podwyzsza wskaznik L-Arginina/ADMA i jednocze$nie poprawiata funkcje
$rodbtonka zwiekszajac FMD354, Poréwnujac do obecnego doswiadczenia, w obu cytowanych
powyzej pracach leczenie walsartanem trwato znacznie dluzej, lek podawany byt
w odpowiednio dwu- i czterokrotnie wiekszej dawce, a u badanych pacjentéw w obu

doswiadczeniach wspotwystepowata przewlekta choroba nerek.
4. Stres oksydacyjny

Obserwowano wyzsze wartosci MDA u pacjentdw z nadci$nieniem tetniczym

w poréwnaniu do II i Il tercyla ARR po wczesniejszej blokadzie cyklooksygenazy. Taka
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obserwacja sugeruje wptyw reaktywnych form tlenu pochodzacych z innych Zrédet niz kaskada
kwasu arachidonowego, jak np. proces fosforylacji oksydacyjnej, ,wybuch oddechowy”
fagocytéws3ss. Jest to czeSciowo zbiezne z pracami innych autoréw, wykazujagcymi nasilenie
peroksydacji lipidow u pacjentéw z nadci$nieniem tetniczym w poréwnaniu do oséb
normotensyjnych3s6 357,

Zastosowanie ASA nie spowodowato znamiennych spadkéw MDA w poszczegélnych
grupach pacjentéw, sugerujac brak znaczacej roli szlaku COX jako Zrdédia reaktywnych form
tlenu dla reakcji utleniania lipidéow. Brak wyjSciowo réznic w grupie os6b z nadci$nieniem
tetniczym, w poréwnaniu do normotensyjnych, mimo wyzszej Sredniej, wynika z odnotowanego
duzego odchylenia standardowego. Parametr ten jest ponadto do$¢ labilny, dlatego znaczace
zwiekszenie liczebno$ci grup mogtoby wplyna¢ korzystnie na niwelacje odchylen
standardowych. W pracy badajacej pacjentow z nadci$nieniem tetniczym z lub bez
wspotwystepujacej  dysfunkcji  Ssrédbtonka  wykazano, Ze farmakologiczna blokada
cykloksygenazy indometacyng powodowata spadek peroksydacji lipidow, wyrazony jako MDA
we wszystkich grupach, jednak istotno$¢ statystyczna obserwowana byta wytacznie w grupach
z dysfunkcja $rédbtonka?’¢é. W obecnej pracy kryterium réznicujagcym bylo wylacznie
rozpoznanie nadci$nienie tetniczego, bez wyodrebnienia w obu grupach podgrup w oparciu
o fenotyp funkcji wazodylatacyjnej srédbtonka. Biorac pod uwage zatoZzony pierwotnie podziat
0s6b normotensyjnych na tercyle w oparciu o wartos$ci ARR, analiza mocy testu nie pozwolitaby
na uzyskanie wiarygodnych wynikéw badan w dodatkowych podgrupach nawet przy
podwojeniu liczy os6b zrekrutowanych do projektu. Nalezy jednak podkresli¢, ze taka analiza
stanowitaby cenne uzupetnienie badan. Warto tez zwrdci¢ uwage na fakt, ze ASA i indometacyna
posiadaja odrebny profil dziatania farmakodynamicznego, wyrazajacy sie m.in. réznym
hamowaniem kaskady kwasu arachidonowego w ptytkach i srédbtonku naczyniowym.

Pomimo braku istotnych réznic w stezeniu MDA w odpowiedzi na zastosowanie ASA,
o wptywie COX na ukiad oksydo-redukcyjny moze jednak $wiadczy¢ obserwowany w dwéch
wyzszych tercylach wzrost indeksu tiolowego. Aktywacja COX, poprzez generowanie
reaktywnych form tlenu, m.in. przez peroksydacje lipidow358359, moze prowadzi¢ do zmiatania
glutationu, czyli tworzenia jego formy utlenionej. Dlatego, blokada tego enzymu moze
powodowa¢ wzrost indeksu tiolowego. Brak takiej zalezno$ci w grupie z najnizszymi
wartosciami ARR sugeruje z kolei istnienie mechanizmu kompensacyjnego u o0s6b
z subklinicznym hiperaldosteronizmem, czyli nasilenie syntezy zredukowanego glutationu
wodpowiedzi na wzrost jego utleniania, celem zachowania stalego potencjatu
oksydo-redukcyjnego.

Poroéwnywalne wartosci indeksu tiolowego w warunkach wyj$ciowych, a ich znaczacy

wzrost jedynie w dwdch wyzszych tercylach ARR po zastosowaniu wczes$niejszej blokady COX
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moze sugerowac¢ synergizm w dziataniu pro-oksydacyjnym uktadu RAA i szlaku
cyklooksygenazy. Wydaje sie, ze jest to kolejny ciekawy kierunek dalszych badan, szczeg6lnie

wobec dostepnosci metod interwencji farmakologicznych w oba te uktady.

5. Uklad RAA

Warto$ci stezenia aldosteronu, ARO i wspédiczynnika ARR, stanowity podstawy
kategoryzacji pacjentdow normotensyjnych, zatem ich warto$ci w poszczegdlnych grupach
réznily sie w sposdb zamierzony, zgodny z projektem badania.

Spadek wspoétczynnika aldosteronowo-reninowego (ARR) moze wynika¢ zaréwno ze
spadku stezenia aldosteronu, jak i ze wzrostu ARO. W tym do$wiadczeniu zaobserwowano
zarowno spadek wskaznika ARR jak i wzrost ARO. Takie zmiany wynikaja z mechanizmu
dziatania sartandéw i posrednio zaleza od upo$ledzenia filtracji nerkowej, dlatego byly
oczekiwane w odpowiedzi na zastosowanie walsartanu. Opisana powyzej zalezno$¢ znajduje
takze swoje potwierdzenie w obserwowanym wzro$cie stezenia SDMA w tej grupie chorych.
SDMA jest bowiem uznana za bardzo czuly i dos¢ dobrze przebadany marker wczesnej
dysfunkcji nerek odzwierciedlajacy nawet niewielkie zmiany filtracji ktebuszkowej przy jeszcze
fizjologicznych wartosciach kreatyniny i szacowanego GFR w oparciu o jej stezenie.

W grupie pacjentow z nadci$nieniem tetniczym terapia walsartanem spowodowata
znamienny wzrost wartos$ci ARO jednak bez spadku stezenia aldosteronu. Wskazywac to moze
na spadek cis$nienia filtracji aktywujgcy plamke gestg aparatu przyktebuszkowego do uwalniania
reniny. Z drugiej strony, obserwacja ta moze potwierdza¢ mata czuto$¢ i, w zwigzku z tym,
ograniczong przydatnosci pojedynczych oznaczen stezenia aldosteronu w surowicy w ocenie
aktywacji uktadu RAA.

Zastosowanie ASA spowodowato zatarcie istniejacych uprzednio istotnych réznic
pomiedzy grupami wskutek wzrostu ARO w grupie z najwyzszymi warto$ciami ARR. Niewielki
wzrost ARO w odpowiedzi na ASA $wiadczy¢ moze o nieznacznym pogorszeniu perfuzji nerek
po zastosowaniu COX inhibitora. Zalezno$¢ ta najbardziej widoczna byta w grupie z najwyzszymi
warto$ciami wspétczynnika ARR oraz w grupie os6b z nadci$nieniem tetniczym, dlatego warto
w dalszych badaniach przeanalizowa¢ wptyw wyjsciowej aktywacji uktadu RAA na spadek
filtracji oraz potencjalne nefrotoksyczne dziatanie COX inhibitoréws3eo,

Warto tez zauwazy¢, Ze starsze piSmiennictwo podkresla hamujacy wptyw nawet
matych, kardioprotekcyjnych dawek ASA na synteze prostaglandyny E2 (PGE2) w nerkach, co
przektada sie na spadek nerkowej utraty sodu, a to z kolei wtérnie mogloby sie wigzac ze

zmianami reaktywno$ci uktadu RAA361,

85



6. Markery funkcji zapalnej i angiogennej sSrédbtonka

Obserwowane wyzsze stezenie sE-selektyny u os6b z nadci$nieniem tetniczym wskazuje
na aktywacje zapalng $rédbtonka w tej grupie chorych. Co ciekawe, w grupie pacjentéw
normotensyjnych nie obserwowano trendu wzrostowego tego parametru wraz ze wzrostem
wartosci ARR. Dlatego wydaje sie, Ze raczej obecno$¢ nadci$nienia tetniczego i wtdrnie
zwiekszone napiecie $ciany naczynia niz reakcja zapalna zalezna od aldosteronu odpowiadajg za
aktywacje zapalng S$rodbtonka wyrazong wzrostem sE-selektyny. Zgodnie z danymi
literaturowymi, zwiekszona ekspresja niektérych wariantdw polimorficznych gendéw dla
E-selektyny jest typowa dla nadci$nienia tetniczego362 363. Podwyzszone stezenie tej czasteczki
adhezyjnej, jako determinanty oporu naczyniowego, koreluje dodatnio z wartoSciami
rozkurczowego ci$nienia tetniczego364 365,

Zastosowanie walsartanu u chorych z nadci$nieniem tetniczym spowodowato jedynie
nieznaczny spadek stezenia tego parametru, ktory poglebit sie po podaniu ASA, co moze
sugerowac synergistyczny udziat obu mechanizméw, zaréwno szlaku COX, jak i uktadu RAA
w aktywacji $rédbtonka. By¢ moze wspdélnym mianownikiem tych interakcji jest zwiekszone
generowanie reaktywnych form tlenu, co omoéwione juz zostato we wcze$niejszych czeSciach tej
dyskusji3es.

W obecnym do$wiadczeniu zaobserwowano, ze wraz ze wzrostem aktywacji RAA
spadato stezenie innej czasteczki adhezyjnej - sSICAM-1, co jest sprzeczne z doniesieniami innych
autoréwseé, Wyzsze wartosSci sICAM-1 w grupie oséb z nadci$nieniem tetniczym, tak jak
w przypadku sE-selektyny, wskazywaé moga na aktywacje zapalng Srodbtonka. Wiaczenie
walsartanu nie spowodowato Zadnych zmian w steZeniu tego parametru. Podobnie tez,
walsartan nie wplywat na stezenie kolejnej czasteczki adhezyjnej - sVCAM-1. W przypadku tego
markera nie zaobserwowano jego $cistych powiazan z aktywacjg uktadu RAA. Jest to sprzeczne
z wynikami badania klinicznego Val_MARC3¢7, gdzie wykazano, Ze zastosowanie walsartanu
w nadcis$nieniu tetniczym, niezaleznie od braku wptywu na hsCRP prowadzito do spadku stezen
sICAM-1 i sVCAM 1 we krwi. Autorzy podkres$laja jednak, ze wartosci bezwzgledne stezen byty
bardzo mate i niezalezne od wartosci ci$nienia tetniczego. Ponadto, w badaniu tym zastosowano
maksymalng, czterokrotnie wyzsza dawke leku, co takze moglo przyczyni¢ sie uzyskania
odmiennych wynikéw.

Znamiennie wyzsze stezenie PAI-1 u 0sé6b z nadci$nieniem tetniczym sugeruje aktywacje
prozakrzepowa Srodbtonka w tej grupie chorych i jest to zgodne z danymi literaturowymises.
W biezacym badaniu nie zaobserwowano wptywu ani walsartanu ani ASA na stezenie tego
parametru. W badaniu dotyczacym nefropatii cukrzycowej, wykazano, Ze stosowanie walsartanu

zapobiega obserwowanemu w tej grupie wzrostowi ekspresji PAI-1369.
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Wyniki u chorych z izolowanym nadci$nieniem tetniczym moga by¢ jednak odmienne.
Dane na ten temat sg sprzeczne, a przyczyny tego upatrywane sg gtéwnie w réznych modelach
eksperymentalnych370. Istotny wzrost PAI-1 w grupie NI wynika¢ moZe najpewniej z labilno$ci
parametru i uzyskanego w grupie duzego odchylenia standardowego. Celem weryfikacji warto
bytoby powtérzy¢ oznaczenie na wiekszej grupie badane;j.

Stezenie 6-keto-PGF1-alfa, markera aktywacji przeciwzakrzepowej i przeciwzapalnej,
byto nizsze u oséb z nadci$nieniem tetniczym, co posrednio moze, podobnie jak w przypadku
PAI-1, wskazywac¢ na aktywacje prozakrzepowa w tej grupie chorych i by¢ moze wyzsze ryzyko
zakrzepowo-zatorowe w tej subpopulacjiz’é371372, Warto zauwazy¢ rowniez, ze brak
zahamowania syntezy prostacykliny (ocenianej przez oznaczenie 6-Keto-PGF1-alfa) przy
obserwowanym spadku stezenia tromboksanu potwierdza prawidlowos$¢ doboru dawki 75 mg
ASA jako kardioprotekcyjnej, nie hamujacej jeszcze $rdédbtonkowej, a jedynie plytkowa
cyklooksygenaze (obserwowany w II tercylu spadek byt niewielki w warto$ciach bezwzglednych
i na granicy istotnosci statystycznej). Ciekawa obserwacja jest spadek 6-keto-PGF1-alfa, czyli
hamowanie §rédbtonkowej cyklooksygenazy po jednoczesnym zastosowaniu ASA i walsartanu.
Znaczenie tej obserwacji wymaga dalszych badan. Jak dotad w dostepnej literaturze wykazano
raczej wzrost stezenia 6-keto-PGF1l-alfa po zastosowaniu walsartanu3’3, a niektére prace
upatruja w tym korzystne naczynioprotekcyjne mechanizmy dziatania tego leku 374,
np. w eksperymentalnym uszkodzeniu tetnic szyjnych373. Wykazane w omawianej rozprawie
dziatanie plejotropowe walsartanu przejawiajace sie spadkiem ptytkowej syntezy tromboksanu,
ale tez Srédbtonkowej produkcji prostacykliny wskazywa¢ moze na istnienie nieswoistego,
pozareceptorowego wptywu walsartanu na aktywno$¢ obu izoform cyklooksygenazy, czego nie
obserwowano w przypadku stosowania wylacznie kardioprotekcyjnej dawki ASA. Praktyczne
implikacje powyzszej obserwacji wymagaja jednak dalszych badan, gdyz mogg definiowac
opisywane w literaturze niwelowanie korzystnego wptywu sartandéw na uktad sercowo
naczyniowy przy jednoczesnym stosowaniu ASA. Ponadto, jednoczesne stosowanie walsartanu
i ASA w dawce kardioprotekcyjnej powoduje utrate selektywnosci inhibicji COX-1.

Stezenia VEGF nie réznity sie miedzy grupami, a obserwowany w Il tercylu spadek VEGF
w odpowiedzi na ASA byt niewielki w warto$ciach bezwzglednych i na granicy istotnosci
statystycznej. Wskazuje to na brak réznic w aktywno$ci angiogennej sSrédbtonka niezaleznie od
aktywacji uktadu RAA. Nie wykazano tez istotnych zmian po zastosowaniu walsartanu. Taka
obserwacja jest zgodna z wynikami otrzymanymi w doswiadczeniu na modelu zwierzecym,
gdzie stosowanie walsartanu réwniez nie wplywato na zmiane angiogennego potencjatu
Srédbtonka u myszy375. Co ciekawe, wykazano natomiast nefroprotekcyjne dziatanie walsartanu
w obrebie ktebuszkéw nerkowych poprzez miejscowy, tkankowy wzrost ekspresji VEGF

odpowiadajacego za korzystne, naprawcze dziatanie monocytéw i makrofagéws37é. Osoczowe
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stezenia cytokin nie odzwierciedlajg ekspresji tych parametréw w tkankach, dlatego brak réznic
w stezeniu osoczowej VEGF w obecnej pracy nie wyklucza wystepowania zmian w tkankach

obserwowanych w pracach innych autorow.

7. Ocena funkcji ptytek krwi

Najnizsze wartosci sP-selektyny w najwyzszym tercylu (NIII) aktywnos$ci uktadu RAA
sugeruje najstabsza aktywacje plytek krwi w tej grupie. Taka obserwacja jest sprzeczna
z licznymi doniesieniami o aktywujacym wplywie uktadu RAA na ptytki krwi3??. W wielu
pracach wykazano jednak brak zalezno$ci pomiedzy aktywacja ptytek krwi i aktywnosSciag
uktadu RAA, a zwlaszcza jego hamowaniem przez ACEI lub ARB378. W tej pracy zastosowanie
walsartanu w grupie os6b z nadci$nieniem nie wptywato znamiennie na stezenie sP-selektyny,
co sugeruje brak plejotropowego dziatania tego leku na plytki krwi3’9. W jednej z prac,
zastosowanie walsartanu w dawce 160mg/24h prowadzito do normalizacji ci$nienia tetniczego
i jednoczes$nie ograniczato indukowany wysitkiem wyrzut sP-selektyny, ktéry byt typowy dla
0s6b z nieleczonym nadci$nieniem tetniczym380, W obecnej pracy nie badano dynamicznych
zmian w stezeniu sP-selektyny, a jedynie warto$ci spoczynkowe, co czeSciowo moze ttumaczy¢
odmienne wyniki. W innym badaniu klinicznym obserwowano z kolei przeciwplytkowe
dziatanie walsartanu o os6b z tagodnym i umiarkowanym nadci$nieniem tetniczym, ale jedynie
w przypadku wspoétistnienia cukrzycy379. W biezacej pracy wspotwystepowanie cukrzycy
i zespotu metabolicznego stanowito kryteria wytaczenia z badania. Intencja tego badania byta
ocena wpltywu wylacznie nadci$nienia tetniczego ,niezaktéconego” wspétistnieniem innych
schorzen towarzyszacych.

W kazdej grupie, zgodnie z oczekiwaniami obserwowano spadek stezenia tromboksanu
w odpowiedzi na podanie ASA. Zahamowanie COX-1 powoduje w konsekwencji spadek stezenia
tego parametru, dlatego taki wynik potwierdza wspoéiprace pacjentéw w zakresie
farmakoterapii.

Do oceny agregacji ptytek krwi zastosowano trzy testy oparte na metodzie agregometrii
impedancyjnej zaliczane do swoistych testéw hemostazy pierwotnej. W niniejszym badaniu nie
wykazano aby zdolno$¢ do agregacji ptytek zaleznej od ADP, cyklooksygenazy i czynnika von
Willebranda réznita sie pomiedzy tercylami w podgrupach oséb normotensyjnych, nie zalezata
wiec od stopnia aktywacji uktadu RAA. Nie wykazano takze, by obecno$¢ nadci$nienia tetniczego
wptywata na sile agregacji ptytek krwi. Jest to sprzeczne z doniesieniami o zwiekszonej
aktywacji ptytek i tym samym ryzyku =zakrzepicy u pacjentdéw z nadci$nieniem
samoistnym?381 382,

Wykazano m.in., ze w poréwnaniu z osobami zdrowymi, pacjenci z nadci$nieniem

tetniczym wykazuja zwiekszong aktywno$¢ czynnika ptytkowego 3 oraz nizsza aktywnos¢
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alfaZ2-antyplazminy i antytrombiny IlI, co wiaze sie ze zwiekszong aktywnoscig ptytek krwi i ze
zmniejszong aktywnoscig fibrynolityczng osocza38s.

Zastosowanie ASA w grupach normotensyjnych spowodowato istotny spadek agregacji
zaleznej od cyklooksygenazy oraz od czynnika von Willebranda (vWF; ang. von Willebrand
factor). W grupie oséb z nadci$nieniem tetniczym ASA spowodowat zahamowanie agregaciji
zaleznej od cyklooksygenazy w podobnym stopniu jak w podgrupach normotensyjnych.
Uwidoczniono natomiast stabsze, ale nadal istotne, hamowanie agregacji zaleznej od vWF.
Wptyw ASA na agregacje zalezng od ADP byt nieistotny. Zahamowanie agregacji zaleznej od COX
jest zgodne z powszechnie znanym mechanizmem dzialania ASA384 385,

Dziatanie ASA na agregacje zalezng od vWF uwidoczniono tez w innych pracach.
Pokazano, Ze sita hamowania znaczaco rézni sie pomiedzy poszczeg6lnymi osobami a stabilizuje
sie dopiero po dtuzszym stosowaniu ASA386 387,

W niniejszej pracy wykazano hamujace dziatanie walsartanu jedynie na agregacje ptytek
zalezng od vWF. Lek ten nasilat réwniez dzialanie antyagregacyjne zastosowanego
réwnocze$nie ASA. Warto jednak zauwazy¢, Ze nasilenie agregacji w tej grupie pacjentéw byto
nadal wieksze nizZ w grupie os6b normotensyjnych po zastosowaniu jedynie ASA. W badaniu Wu
i wsp. walsartan u pacjentow powyzej 60 r.z. z nadci$nieniem zmniejszat aktywno$¢ ptytek krwi
hamujac ekspresje COX-2 i TxA2 poprzez szlak p38MAPK i NF-kB, a tym samym zmniejszat
czesto$¢ wystepowania ostrych incydentéw niedokrwiennych moézgowych i sercowych3ss,
By¢ moze takie dziatanie walsartanu wynika z faktu, ze w grupie pacjentéw starszych
obserwowano wyjSciowo nasilong agregacje ptytek krwi z podwyzszonymi poziomami COX-2

i TxAZ.

OGRANICZENIA PRACY

Badanie zostato przeprowadzone z udziatem mtodych pacjentéw, u ktérych zmiany
w fenotypie Srodbtonka wyjsciowo byty niewielkie w poréwnaniu do oséb z prawidtowymi
wartos$ciami ci$nienia tetniczego. Krétki wywiad chorobowy moze nie odzwierciedla¢ w pelni
catego spektrum zmian, jakie moze pojawi¢ sie w srédbtonku naczyn krwiono$nych w trakcie
dtuzszego okresu trwania choroby nadci$nieniowe;.

Warto zauwazy¢, Ze u pacjentow bioracych udziat w badaniu nie wystepowaly inne
przewlekte choroby takie, jak np. przewlekla choroba nerek, cukrzyca czy inne ktére mogtyby
uposledza¢ funkcje Srédblonka, a ktére czesto spotykane sg w praktyce klinicznej. Z drugiej
strony, zapewnito to ,czysto$¢” interpretacji wynikow - gdzie réznice mogly by¢ atrybuowane
wyltacznie do nadci$nienia tetniczego, bez koniecznoS$ci dalszego przeprowadzania analiz
statystycznych takich jak ,propensity matching”, eliminujac zaklécajacy wptyw schorzen

wspotwystepujacych.
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Zastosowana dawka walsartanu 80 mg/dobe byta 2- lub 4-krotnie nizsza a czas leczenia
walsartanem byl stosunkowo krotki w poréwnaniu do innych badan przedstawionych
w literaturze. Rozpoczynanie leczenia matg dawka walsartanu nie jest juz postepowaniem
zgodnym z obowigzujgcymi obecnie standardami leczenia nadci$nienia tetniczego. Jednakze
badania te prowadzone byty zgodnie z 6wcze$nie obowigzujacymi wytycznymi, ktére pozwalaty
na rozpoczynanie terapii jednym lekiem w matej dawce. W badaniu stosowano wytacznie
walsartan jako przedstawiciela grupy - w zwigzku z tym ekstrapolowanie wszystkich
obserwacji na catg grupe lekéw jest uproszczeniem, zaktadajacym istnienie efektu klasy.
Jednakze przebadanie wiekszej iloSci lekow w sposdb wiarygodny w ramach niniejszego
projektu bytoby znacznie utrudnione ze wzgledu na konieczno$¢ znacznego zwiekszenia liczby
badanych oséb, a dodatkowo koniecznos$¢ skrzyzowania grup leczonych poszczeg6lnymi
sartanami celem uzyskania obiektywnych wynikow.

Kolejnym ograniczeniem niniejszej pracy jest badanie jedynie poszczegdlnych
elementéw determinujgcych biodostepno$¢ tlenku azotu. Szczegétowa analiza osi
PRMT-ADMA-DDAH z uwzglednieniem aktywno$ci i stezen enzyméw dostarczytaby bez
watpienia wielu dalszych ciekawych obserwacji na temat powigzan uktadu RAA z tlenkiem
azotu, jednakze tak szeroki zakres badan nie byl mozliwy przy ustalonym zakresie rzeczcowym
projektu. Jest to na pewno zagadnienie wymagajace przeprowadzenia dalszych badan, ktére
uzupetnig nasza wiedze w tym aspekcie.

Dodatkowo, jak wspomniano w dyskusji, ocena funkcji wazodylatacyjnej Srodbtonka
oparta zostata wylacznie na metodzie FMD, uznanej wprawdzie za ztoty standard, ale nie
odzwierciedlajacej pelnego spektrum reaktywno$ci naczyn, zwlaszcza na poziomie
mikrokrazenia. Dlatego tez w przysztoSci nalezatoby zaprojektowac i przeprowadzi¢ badanie
z zastosowaniem innych metod oceniajacych funkcje wazodylatacyjng Srodbtonka
w mikrokrazeniu i matych tetniczkach oporowych z wykorzystaniem techniki obwodowe;j
tonometrii i/lub badania przeptywomierzem laserowym.

Podobnie w przypadku oceny funkcji ptytek, oznaczenie wiekszej liczby markeréw ich
aktywacji, czy tez wykonanie wiekszej liczby testéw uwzgledniajacych ekspresje antygenow
powierzchniowych metoda cytometrii przeptywowej oraz badanie ich wtasciwosci
reologicznych metodami Q-ballance, pozwolitoby uzyskac¢ petniejsza charakterystyke czynnosci
plytek zalezng od aktywacji uktadu RAA, a takze poszerzytoby nasza wiedze o potencjalne

dodatkowe wtasciwosci plejotropowe badanego leku.
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VI. WNIOSKI

1. Zastosowany protokét badawczy z uwzglednieniem podazy L-Argininy, blokady
cyklooksygenazy i zahamowania uktadu RAA nie powodowat znacznych zmian
w biodostepnosci tlenku azotu. Biorgc pod uwage zaobserwowane jedynie réznice dostepnosci
substratowej oraz ocene markeréw degradacji, catoksztatt obserwacji ttumaczy¢ moze nasilona
degradacja tlenku azotu, ale bez wzrostu stresu nitrozacyjnego u oséb z nadci$nieniem
tetniczym. Stosowanie walsartanu nie zaburzyto wyjsciowych zaleznos$ci, co nie pozwala na
odrzucenie pierwszej hipotezy zero, a tym samym przeczy plejotropowemu dziataniu

walsartanu na biodostepno$¢ NO.

2. Wykazano dziatanie plejotropowe walsartanu przejawiajace sie zaréwno spadkiem
plytkowej syntezy tromboksanu, jak i produkcji sSrédbtonkowej prostacykliny, co pozawala na
odrzucenie drugiej hipotezy zero niniejszej pracy. Wskazuje to na nieswoiste, pozareceptorowe
dziatanie sartanu na obie izoformy cyklooksygenazy, co nie jest obserwowane w przypadku
stosowania wylacznie kardioprotekcyjnej dawki ASA. Kliniczne znacznie tej obserwacji wymaga
dalszych badan i moze czeSciowo, na poziomie molekularnym, wyjasnia¢ opisywane
w literaturze niwelowanie korzystnego wptywu sartané6w na uktad sercowo-naczyniowy przy
jednoczesnym stosowaniu ASA. Z drugiej strony, dotgczenie walsartanu do wecze$niej
stosowanego ASA powoduje utrate selektywnosci tego leku w hamowaniu COX-1, a to z kolei

mogtoby potencjalnie niwelowac jego korzystne kardioprotekcyjne dziatanie.

3. Wskutek terapii walsartanem u os6b z samoistnym nadci$nieniem tetniczym nie
zmienity sie istotnie markery stanu zapalnego. Podobnie, nie zmienita sie aktywnos$¢
prozakrzepowa i angiogenna $rddbtonka, co nie potwierdza plejotropowego dziatania leku
w krétkoterminowej obserwacji na poziomie molekularnym, nie dajagc tym samym podstaw do

odrzucenia trzeciej hipotezy zero zdefiniowanej w celach.

4. W obecnej pracy nie wykazano korzystnego dziatania walsartanu na aktywnos$¢
wazodylatacyjng $rédbtonka, nie dajac tym samym podstaw do odrzucenia hipotezy zero
sformutowanej w celu 4 niniejszej rozprawy. U os6b normotensyjnych obserwowana wieksza
dostepnos¢ substratowa dla eNOS nie przetozyta sie na poprawe funkcji Srédbtonka w ocenie
czynnosciowej. Ujawniono jedynie nieistotny wzrost wazodylatacji po podaniu L-Arg oraz
istotnie wyzZsze stezenia ADMA w drugim tercylu, co moze $wiadczy¢ o zaburzonej syntezie NO

w tej grupie.
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5. Zastosowany w badaniu walsartan hamowal agregacje zalezng od czynnika vW
i potegowat hamujace dziatanie podanego jednocze$nie kwasu acetylosalicylowego. Powyzsze
obserwacje pozwalaja na odrzucenie hipotezy zero sformutowanej w celu 5, a tym samym na
potwierdzenie modulujgcego dziatania walsartanu na agregacje plytek. W niniejszej pracy nie
wykazano znamiennego dziatania terapii walsartanem na aktywacje ptytek krwi, oceniong za

pomoca stezen wybranych markeréw we krwi.

Podsumowujac, praca ta jest obszerng analiza potencjalnego plejotropowego dziatania
jednego z najlepiej przebadanych w badaniach klinicznych antagonisty receptora angiotensyny
AT1 w aspekcie szeroko rozumianego fenotypu funkcji $rédbtonka i ptytek krwi. Dokonano
szczegblowej analizy powigzan czynnoSciowych uktadu RAA, szlaku cyklooksygenazy
i wybranych elementéw szlaku biotransformacji tlenku azotu miedzy soba w warunkach
fizjologicznych jak i w przebiegu niepowiktanego samoistnego nadci$nienia tetniczego. Wyniki
tej pracy pozwalajg na wytyczenie kilku ciekawych kierunkéw dalszych badan. Zastosowany
protokdt badawczy mégtby by¢é wykorzystany do celéw badania innych lekéw z grupy sartandéw
w celu weryfikacji istnienia efektu klasy oraz dla lekéw hamujacych ukiad RAA na innych
pietrach aktywacji celem bardziej precyzyjnego zdefiniowania zalezno$ci wykazanych w tej
rozprawie. Praca ta stanowi zatem studium z zakresu medycyny translacyjnej, definiujac dos¢
precyzyjnie molekularne mechanizmy dziatania leku do$¢ szeroko stosowanego w praktyce

Kliniczne;j.
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VII. STRESZCZENIE

Wstep. Uktad RAA, poprzez swoja wielokierunkowg aktywno$¢, kontroluje czynno$¢ m.in.
uktadu sercowo-naczyniowego, nerek oraz nadnerczy. Udowodniono, ze klasyczny poglad na
przekazywanie sygnatu za jego posSrednictwem nie odzwierciedla w pelni jego aktywnosci ze
wzgledu na obecno$¢ tkankowego ukladu RAA w licznych narzadach. Na jego aktywnos$¢
wptywaja liczne powszechnie stosowane leki m.in. ACEI, ARB, MRA, a interakcje te moga dalece
wykraczaé poza typowe spektrum ich profilu farmakodynamicznego, determinujgc tym samym
ich plejotropowe dziatanie na poziomie srédbtonka naczyniowego i ptytek krwi.

Cel. Zasadniczym celem niniejszej rozprawy jest ocena wptywu ARB badanych na przyktadzie
walsartanu (jednego z najczesciej stosowanych w praktyce klinicznej i wnikliwie przebadanych
przedstawicieli tej grupy) na fenotyp funkcji srédbtonka u os6b z izolowanym pierwotnym
nadci$nieniem tetniczym (NT). Dodatkowo, dokonano analizy powigzan pomiedzy aktywnos$cig
i reaktywnos$cia uktadu RAA a profilem funkcji srédbtonka - zaréwno u os6b normotensyjnych,
jak i chorych z NT. Oceniono takze wptyw walsartanu na wybrane parametry funkcji ptytek krwi
w warunkach wyj$ciowych oraz po farmakologicznej blokadzie cyklooksygenazy przez
kardioprotekcyjng dawke kwasu acetylosalicylowego.

Material i metody. Do badania wigczono 101 os6b - 31 pacjentéw miedzy 18 a 40 rokiem zycia,
Z rozpoznanym izolowanym pierwotnym NT oraz 70 normotensyjnych ochotnikow. Osoby
normotensyjne zostaty podzielone na tercyle wyodrebnione w oparciu o warto$ci wskaZnika
aldosteronowo-reninowego (ARR) na grupy N I (n: 23), N II (n: 23), N III (n: 24). Wykluczono
osoby z rozpoznang cukrzycg, wtérnym nadci$nieniem tetniczym, chorobami przebiegajacymi
z towarzyszacym przewlektym procesem zapalnym, stosujgce niesteroidowe leki
przeciwzapalne (NSAIDs) lub na nie uczulonych. Po zbadaniu pacjentéw poréwnano stezenia
podstawowych markeréw (biochemicznych, stresu oksydacyjnego, aktywacji $rddbtonka,
aktywno$ci prozapalnej i angiogennej), parametréow szlaku tlenku azotu oraz funkcje
wazodylatacyjna srédbtonka (metoda FMD). WyjSciowo oceniono takze szybko$¢ propagaciji fali
tetna (PWV; ang. pulse wave velocity) jako element uzupetniajacy stratyfikacje ryzyka sercowo-
naczyniowego.

Wybrane parametry biochemiczne, aktywnos$ci uktadu RAA, ptytek krwi i funkcji sr6dbtonka
oceniano wyj$ciowo, nastepnie po wlewie L-Argininy, kolejno po zastosowaniu ASA, dalej - po
kolejnym wlewie L-Argininy, a nastepnie protokét zostalt powtérzony po 2 tygodniach terapii
walsartanem - wytacznie u chorych z NT. Uzyskane wyniki poddano opracowaniu
statystycznemu wykorzystujac program Statistica 13.0 StatSoft®.

Wyniki. Badane grupy byty zblizone pod wzgledem danych demograficznych. Nie wykazano

istotnego wptywu stosowanego walsartanu i ASA na funkcje wazodylatacyjng srodbtonka oraz
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parametry biodostepnosci tlenku azotu u oséb z NT. W grupie pacjentéow z NT terapia
walsartanem spowodowata wzrost warto$ci ARO jednak bez spadku stezenia aldosteronu.
Zastosowanie ASA skutkowato zatarciem istniejacych uprzednio istotnych réznic pomiedzy
grupami wskutek wzrostu ARO w grupie z najwyzszymi warto$ciami ARR.

Wyzsze wartosci sSICAM-1 w grupie os6b z NT, tak jak przypadku sE-selektyny, wskazywaé moga
na aktywacje zapalng srédbtonka. Wiaczenie walsartanu nie spowodowato Zadnych zmian
w stezeniu tego parametru, podobnie jak sVCAM-1. Wyzsze stezenie PAI-1 u os6b
z nadci$nieniem tetniczym sugeruje aktywacje prozakrzepowa $rédbtonka, nie zaobserwowano
wptywu walsartanu ani ASA na stezenie tego parametru. Stezenie 6-keto-PGF1-alfa, byto nizsze
u os6b z NT, co posrednio moze wskazywa¢ na aktywacje prozakrzepowa, dodatkowo
stwierdzono zwielokrotniony spadek 6-keto-PGF1-alfa po jednoczesnym zastosowaniu ASA
i walsartanu. Stezenia VEGF nie rdznity sie miedzy grupami. W kazdej grupie, zgodnie
z oczekiwaniami obserwowano spadek stezenia tromboksanu w odpowiedzi na podanie ASA.
Zastosowanie ASA spowodowato istotny spadek agregacji zaleznej od cyklooksygenazy oraz od
czynnika von Willebranda. W niniejszym badaniu nie wykazano, aby zdolno$¢ do agregacji
plytek zaleznej od ADP, cyklooksygenazy i czynnika von Willebranda roéznita sie pomiedzy
tercylami w podgrupach oséb normotensyjnych, nie zalezata wiec od stopnia aktywacji uktadu
RAA. Nie wykazano takze, by obecno$¢ NT wptywata na nasilenie agregacji ptytek krwi.
Whioski. Zastosowany protokét badawczy z uwzglednieniem podazy L-Argininy, blokady
cyklooksygenazy i zahamowania ukladu RAA nie powodowal znacznych zmian
w biodostepnosci tlenku azotu. Biorac pod uwage zaobserwowane jedynie réznice dostepnosci
substratowej oraz ocene markeréw degradacji, caloksztatt obserwacji ttumaczy¢ moze nasilona
degradacja tlenku azotu, ale bez wzrostu stresu nitrozacyjnego u oso6b z NT. Stosowanie
walsartanu nie zaburzylo wyjSciowych zalezno$ci, co nie pozwala na odrzucenie pierwszej
hipotezy zero, a tym samym przeczy plejotropowemu dziataniu walsartanu na biodostepnos¢
NO.

Wykazano dziatanie plejotropowe walsartanu przejawiajgce sie zaré6wno spadkiem ptytkowe;j
syntezy tromboksanu, jak i produkcji srédbtonkowej prostacykliny. Wskazuje to na nieswoiste,
pozareceptorowe dziatanie sartanu na obie izoformy cyklooksygenazy, co nie jest obserwowane
w przypadku stosowania wytacznie kardioprotekcyjnej dawki ASA. Kliniczne znaczenie tej
obserwacji wymaga dalszych badan i moze czeSciowo, na poziomie molekularnym wyjasniac,
opisywane w literaturze niwelowanie korzystnego wptywu sartanéw na uktad sercowo-
naczyniowy przy jednoczesnym stosowaniu ASA. Z drugiej strony, dotaczenie walsartanu do
wczesdniej stosowanego ASA powoduje utrate selektywnosci tego leku w hamowaniu COX-1,

a to z kolei mogtoby potencjalnie niwelowa¢ jego korzystne kardioprotekcyjne dziatanie.
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Wskutek terapii walsartanem u o0séb z samoistnym NT nie zmienity sie istotnie markery stanu
zapalnego. Podobnie, nie zmienita sie aktywno$¢ prozakrzepowa i angiogenna $rédbtonka,
co nie potwierdza plejotropowego dziatania leku w krétkoterminowej obserwacji na poziomie
molekularnym.

Nie wykazano korzystnego dziatania walsartanu na aktywno$¢ wazodylatacyjng $Srédbtonka.
U os6b normotensyjnych obserwowana wieksza dostepno$¢ substratowa dla eNOS nie
przetozyta sie na poprawe funkcji $rédbtonka w ocenie czynnos$ciowej. Ujawniono jedynie
nieistotny wzrost wazodylatacji po podaniu L-Arg oraz istotnie wyzsze stezenia ADMA w drugim
tercylu, co moze $wiadczy¢ o zaburzonej syntezie NO w tej grupie.

Zastosowany w badaniu walsartan hamowat agregacje zalezng od czynnika vW i potegowat
hamujace dziatanie podanego jednoczesnie kwasu acetylosalicylowego. PowyZsze obserwacje
pozwalajg na potwierdzenie modulujgcego dziatania walsartanu na agregacje ptytek. Nie
wykazano dzialania walsartanu na aktywacje ptytek krwi, oceniong za pomoca stezen

wybranych markeréw we krwi.
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VIII. SUMMARY

Background. The RAA system, through its extensive activity, controls the function of e.g.
cardiovascular system, kidneys and adrenal glands. As far as the literature is concerned, it has
been demonstrated that the classical idea of signaling pathway does not reflect fully its action
due to the expression of the tissue RAA system in multiple organs. Its action is influenced by
numerous drugs commonly used in clinical practice, including ACEI, ARB, MRA, and these
interactions may exceed widely the typical spectrum of their pharmacodynamic profile, thus
determining their pleiotropic action at the level of vascular endothelium and platelets.

Aim. The main aim of this study was to assess the effect of ARB, tested on the example of
valsartan, on endothelial function in subjects with isolated primary arterial hypertension. In
addition, a relationship between the activity and reactivity of the RAA system and the
endothelial function profile was analyzed in normotensive and hypertensive patients. The effect
of ARB on selected parameters of platelet function at baseline and after pharmacological
inhibiting of cyclooxygenase by acetylsalicylic acid was also investigated.

Material and methods. The study included 101 patients at age of 18 - 40 years, 31 subjects
with diagnosed isolated primary hypertension and 70 normotensive volunteers.

Subjects with diagnosed diabetes mellitus, secondary arterial hypertension, disorders
characterized by chronic inflammatory process, using non-steroidal anti-inflammatory drugs
(NSAIDs) or allergic to them were excluded from this study. After physical examination,
concentrations of basic markers (including biochemical, oxidative stress, endothelial activation,
proinflammatory and angiogenic activity), nitric oxide metabolic pathway parameters and
endothelial vasodilatatory function (FMD method) were analyzed. Additionally, the pulse wave
velocity (PWV) was also assessed as a complementary element to the cardiovascular risk
stratification. Selected biochemical parameters of the RAA activity, platelet activity and
endothelial function were evaluated at baseline, which was followed by the L-Arginine i.v.
infusion. Afterwards the measurements were repeated after ASA (75mg/24h for 4 days), and
then the protocol was repeated after 2 weeks of valsartan therapy - only in hypertensive
subjects. Statistical analysis was performed using the Statistica 13.0 StatSoft®.

Results. The study groups were similar in terms of demographic data. There was no significant
effect of valsartan and ASA on the vasodilatory endothelial function nor on the parameters of
nitric oxide bioavailability in hypertensive subjects.

In the hypertensive group, treatment with valsartan increased plasma renin activity (PRA) but
without a decrease in aldosterone levels. The use of ASA resulted in the blurring of the
previously existing significant differences between the groups due to the increase in PRA in the

group with the highest ARR values.

96



Higher levels of sICAM-1 in the hypertensives, and similarly of sE-selectin, may indicate
inflammatory activation of the endothelium. The administration of valsartan did not result in
any changes in the concentration of this parameter, as did sVCAM-1. Higher concentration of
PAI-1 in hypertensive group suggests prothrombotic activation of the endothelium. No effect of
valsartan or ASA on the concentration of this parameter was observed. The concentration of 6-
keto-PGF1-alpha was lower in hypertensives, which may indicate prothrombotic activation;
additionally, a multiple decrease of 6-keto-PGF1-alpha was found after simultaneous application
of ASA and valsartan. VEGF concentration did not differ between groups. In each group, as
expected, a decrease in thromboxane concentration in response to ASA was observed. The use of
ASA resulted in a significant decrease in aggregation dependent on cyclooxygenase and von
Willebrand factor. In this study, the ability of platelet aggregation dependent on ADP,
cyclooxygenase and von Willebrand factor has not been shown to differ between tercyls in
normotensive groups, so it does not depend on the degree of RAA activation. Hypertension also
had no effect on platelet aggregation.

Conclusions. The pharmacological interventions conducted according to the study protocol, did
not cause significant changes in the bioavailability of nitric oxide. Taking into account only the
observed differences in substrate availability and the assessment of degradation markers, the
overall observation may be explained by the increased degradation of nitric oxide, but without
the increase in nitrosative stress in hypertensives. The use of sartan did not disturb the baseline
relationship, which does not allow to reject the first hypothesis and thus contradicts the
pleiotropic effect of valsartan on the NO bioavailability.

Pleiotropic action of valsartan has been shown by a decrease in the platelet thromboxane
synthesis and production of endothelial prostacyclin. This indicates a non-specific and non-
receptor-related action of sartan on both cyclooxygenase isoforms, which is not observed when
only cardioprotective dose of ASA was used. Clinical significance of this observation requires
further studies and may partially, at the molecular level, explain the elimination of the beneficial
effects of sartans on the cardiovascular system with simultaneous use of ASA. On the other hand,
addition of valsartan to the previously used ASA resulted in a loss of selectivity of this drug in
COX-1inhibiting, and this in turn could potentially reduce its beneficial cardioprotective effects.
As a result of valsartan therapy in hypertensives, the markers of inflammation have not changed
significantly. Similarly, the prothrombotic and angiogenic activity of the endothelium was stable,
which does not confirm the pleiotropic action of drug in the short-term observation. No
beneficial effect of valsartan on endothelial function was demonstrated. In normotensive
subjects, higher substrate availability for eNOS did not improve endothelial function. Only

insignificant increase in vasodilation after L-Arg administration and significantly higher ADMA
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concentrations in the second tercyl were revealed, which may indicate impaired NO synthesis in
this group.

The sartan used in this study inhibited vWF-dependent aggregation and increased the inhibitory
effect of acetylsalicylic acid administered simultaneously. This observations allow to confirm the
modulating action of valsartan on platelet aggregation. No significant effect of sartan therapy on

platelet activation markers was demonstrated.
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IX. ZGODA KOMISJI BIOETYKI

KOMISJA BIOETYCZNA

przy

Uniwersytecie Medycznym

we Wroclawiu

ul. Pasteura 1; 50-367 WROCLAW

OPINIA KOMISJI BIOETYCZNEJ Nr KB - 212/2019

Komisja Bioetyczna przy Uniwersytecie Medycznym we Wroctawiu, powotana
zarzadzeniem Rektora Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu nr 133/XV R/2017 z dnia 21
grudnia 2017 r. oraz dzialajaca w trybie przewidzianym rozporzadzeniem Ministra Zdrowia
i Opieki Spotecznej z dnia 11 maja 1999 r. (Dz.U. nr 47, poz. 480) na podstawie ustawy
o zawodzie lekarza z dnia 5 grudnia 1996 r. (Dz.U. nr 28 z 1997 r. poz. 152 z pézniejszymi
zmianami ) w skladzie:

dr hab. Jacek Daroszewski, prof. nadzw. (endokrynologia, diabetologia)
prof. dr hab. Krzysztof Grabowski (chirurgia)

dr Henryk Kaczkowski  (chirurgia szczgkowa, chirurgia stomatologiczna)
mgr Irena Knabel-Krzyszowska (farmacja)

prof. dr hab. Jerzy Liebhart (choroby wewngtrzne, alergologia)

ks. dr hab. Piotr Mrzygtéd, prof. nadzw. (duchowny)

mgr Luiza Miller ~ (prawo)

dr hab. Stawomir Sidorowicz (psychiatria)

dr hab. Leszek Szenborn, prof. nadzw (pediatria, choroby zakazne)

Danuta Tarkowska (pielggniarstwo)

prof. dr hab. Anna Wiela-Hojefiska (farmakologia kliniczna)

dr hab. Andrzej Wojnar, prof. nadzw. (histopatologia, dermatologia) przedstawiciel
Dolnoslaskiej Izby Lekarskiej)

dr hab. Jacek Zielinski (filozofia)

pod przewodnictwem
prof. dr hab. Jana Kornafela ( ginekologia i potoznictwo, onkologia)

Przestrzegajac w dziatalno$ci zasad Good Clinical Practice oraz zasad Deklaracji Helsiriskiej,

po zapoznaniu si¢ z projektem badawczym pt.:

,»Wptyw uktadu RAA na wybrane aspekty funkcji srédbtonka
i plytek krwi u 0s6b zdrowych oraz z pierwotnym nadci$nieniem t¢tniczym”
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zgloszonym przez lek. Jakuba Jasiczka zatrudnionego w Oddziale Kardiologicznym
z Pododdzialem Intensywnego Nadzoru Kardiologicznego, Pododdziatem Leczenia Zaburzen
Rytmu Serca i Pododdziatem Choréb Wewnetrznych Wojewddzkiego Szpitala
Specjalistycznego we Wroclawiu- O$rodku Badawczo-Rozwojowym  oraz ztozonymi wraz
z wnioskiem dokumentami, w tajnym glosowaniu postanowila wyrazi¢ 2zgod¢ na
przeprowadzenie badania w Katedrze i Klinice Choréb Wewngtrznych, Zawodowych,
Nadci$nienia Tetniczego Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu pod nadzorem  dr hab.
Malgorzaty Trocha pod warunkiem zachowania anonimowo$ci uzyskanych danych.

Pouczenie: W ciagu 14 dni od otrzymania decyzji wnioskodawcy przyshuguje prawo
odwotania do Komisji Odwolawczej za posrednictwem Komisji Bioetycznej UM we
Wroctawiu.

Opinia powyzsza dotyczy projektu badawczego bedacego podstawa rozprawy doktorskiej.

Wroclaw, dnia 8 marca 2019 . KOMISUA B

prof. dr Hab\Jan Kornafel
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X. OSWIADCZENIE KIEROWNIKA PROJEKTU

sytet Medyczny we Wroclawiu
LINIKA CHOROB WEWNETRZNYCH,
YCH, NADCISNIENIA TETNICZEGO
I ONKOLOGI KLINICZNEJ s o iann
ul. Borowska 213, 50-556 Wroctaw Wroctaw, 20 pazdziernika 2020 r.

tel. 71 736 40 00, faks: 71 736 40 09

Oswiadczenie

Jako wspétautor i gtéwny badacz zadania 19 w projekcie Wrovasc — Zintegrowane Centrum
Badari Sercowo-Naczyniowych finansowany ze srodkéw Unii Europejskiej, zatytutowanego ,Ocena
aktywnosci i reaktywnosci uktadu RAA a wrazliwosc na kwas acetylosalicylowy” o$wiadczam, ze dr hab.
Matgorzata Trocha oraz lek. Jakub Jasiczek czynnie uczestniczyli w realizacji zadania na jego
poszczegdlnych etapach, a kontrybucja intelektualna Jakuba Jasiczka w ww. zakresie rzeczowym jest
w petni wystarczajgca by cze$¢ wynikdw niniejszego zadania mogta stanowi¢ jego monografig

doktorska, opublikowang pdzniej jako praca(e) oryginalna(e) z jego pierwszym autorstwem.

Z wyrazami szacunku,

dr hab. Adyian Doroszko, prof.nadzw. ‘
L/(’G(IW‘“ :Uispecfé iga«icréb wewnetrznych
kardiolog
2006310
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