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Abstract. R��������� ���������� �� ��������� ��� �����-����-R��������� ���������� �� ��������� ��� �����-����-
�������� ��m��������, ����������� II (A�� II) �� ��� m��� 
p������ �� ��� �����-����������� �����m (RAS). A�� II �� ��� 
�� ��� m��� �mp������ ������� ���� ������b��� �� ��� ���������� 
�� �����m�� �������� b���� p������� (ABP). T��� m�j�� ���� �� 
b���� �� ��� ������� �x����� b� RAS: Up�� ��� k����� (RAS 
��v��v�m��� �� ��� ������� �� ���� ��� w���� �x�������), �p�� 
��� b���� (RAS ��v��v�m��� �� ��� ������� �� w���� ����k�), 
��� �p�� ��� ��mp������� ���v��� �����m. I� �� ��������� 
k��w� ���� ����� �� � ����� b������������ ���k b��w��� ���� 
ABP ��� ������� k����� ������� (CKD). A�� II ������ v���-
������������ �� ��� ����� m����v����������, p����m������� 
�� ��� p�����m������ ����������. H��� ABP ������� ��� ������ 
������ (����, b����, �����, k������) ��� �� �� k��w� b��� 
�� � ����� ��� �� �� ������ �� CKD. T���, ����� �� � p���-
��v� ����b��k m�������m ���� ������b���� �v�� m��� �� ��� 
�������� �� ABP ��� ��� p���������� �� CKD. A���� w��� ��� 
main hemodynamic effects, Ang II has direct proinflamma-
���� �������, ���� ���� ������ ��� ��������� ��� �������� �� ��� 
k����� ��� �����. T��� ����� ��v��������� ��� ���� �� RAS 
and Ang II in the inflammation that accompanies the hyper-
������� �xp���m������� ������� b� A�� II �� ����. O�� ���� 
support the hypothesis that anti‑inflammatory medication 
m���� ����v���� ��� m��p��������� ���/�� ���������� ������� 
�� ��� k������ ��� ����� ���� ��� ������� �� A�� II-������� 
��p���������.

Introduction

T�� �����-����������� �����m (RAS) �� � ��������� ������� ���� 
��v���� ��� b������ �� w���� ��� ������������ ��� ��� ������� �� 
�����m�� �������� b���� p������� (ABP), ���� ��v��� � ������� 
���� �� ��� ����� ��� ������v������� �������� (1). B����� ���� 
��������� k��w�����, ��������� ����������� II (A�� II), ���� 
peptide is nowa also known for its inflammatory effects, with 
����� �mp��� �p�� ��� ��������� ��� �������� �� ��� k������ ��� 
����� (2). C������ RAS �v������v����� ������ ������v������� 
and renal dysfunction, which also involve the pro‑inflamma-
tory, pro‑hypertrophic, and pro‑fibrotic effects of Ang II (3). 
I� �� ��w w��� k��w� ���� �������� ��p��������� ������� ������ 
������ (����, b����, �����, k�����) (4,5), ���� ���������� � v������ 
������ ���� p��m���� ��� ��������� �������� �� ABP.

T���� ��� b��� � ������ ����mp� �� ������� ��� p����-
p������������ m�������m� ���� ��� b� ����� �� ��� b���� �� 
the inflammatory process associated with high ABP (6). The 
increasing levels of certain inflammatory cytokines, such as 
��m�� �������� ������-α (TNF-α) and interleukin‑6 (IL‑6) and 
IL-1β, ��p������ ����p������ ������� ���� p������ m�������� ��� 
p������� w��� ������� k����� ������� (CKD). T�� ����� ������� 
��� ��� ��������� ABP �� CKD ��� b� ������� �� ������� �� ��� 
inflammatory cytokines and chemokines (7). Inflammatory 
����� ��� p������ �� ��� ����� ������ �� m��� k����� ��������, 
b��� �� ��� �mm���-m������� ���� ��� �� ����� ���� ����� �� 
��� ������ �� ���� ABP (8). O�� �����q����� �� ���� ABP �� 
����� ����������� (9). T�� B-��p� ����������� p�p���� (BNP) 
�� �������� ���� ��� ����������� ���m ‘��� �������� ��� m�����-
���m’, ��p������� ���m ��� ���� v��������. H��� �������������� 
�� BNP �� b���� p���m� ��� b� ����� �� p������� w��� � ����� 
���������, ��p������� �� ����� w��� ����� ������� ��� k����� 
������� (10). A� �mp������ m��k�� �� ��� ����� ����������� �� 
��� N-���m���� p�������� �� BNP (NT-p��-BNP).

T�� m�������� m�������m� ���������� ��� �����������p 
between inflammation and hypertension are poorly under-
�����. W����� ���� �����x�, ��� p������ ����� ��m� �� ������� 
��� ���� �� ��� �mm��� �����m �� m�������� ��� ������� �� 
A�� II �x���� �p�� ��� k����� ��� �p�� ��� �����. I� ����� 
�� �����v� ����, w� ���� �� �pp��p����� �xp���m����� m���� 
and investigated the expression of pro‑inflammatory cytokines 
IL-1β, IL‑6 and TNF‑α, ��� ���� ��� b���� p���m� ��v�� �� 
NT-p��-BNP �� m��k�� �� ������� �����������.
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Materials and methods

Experimental model of hypertension induced by Ang II. 
W����� m��� ���� w��� ���� �� ��� �xp���m����� ���m���. T��� 
w��� 12 w��k� ��� ��� ��� �� �v����� w����� �� 250±50 �. 
T�� ���m��� w��� k�p� �� �������� ����� (2 ���� �� ���� ����), 
in a room with controlled temperature of 21±2˚C and with a 
�����/���k ����� �� 12/12 �. T�� ���� ��� ������������ ������ �� 
���� ��� w����. T��� w��� ����w�� �� ����mm����� ��� �� ����� 
4 ���� b����� ��� �mp��������� �� m���-p�mp�. S�b��q������, 
��� ���� w��� ��v���� ���� �w� ����p�: O�� ����p �� 14 ���� 
�����v�� A�� II ��� ��� ����� ����p �� 14 ���� (�������) �����v�� 
v������ (�����m���� N�C� ��������). A�� II ������� (B����m 
Am������, I��.) w�� ��m��������� �� �����w�: ������������ 
��� 14 ����; �� � ���� �� 300 ��/k�/m��; ��b�����������, w��� 
��m���� m���p�mp� (A�z��, m���� 2001) (1 µ�/�), p����� �� ��� 
��������p���� p���v����b��� ������ (11).

T�� ����� p������� w�� �pp��v�� b� ��� E����� C�mm����� 
�� ��� ‘G������ T. P�p�’ U��v������ �� M������� ��� 
P���m��� (I���, R�m����). R�������� ��� ��� �� ��b������� 
���m��� ��� ��� b��������� p��p�������� ��� ��mp��� ��� �����-
tific research, all the procedures applied in the present study 
��mp�� w��� ��� ��������������� ����p��� ����� ��� ���������� 
���m: �) ��� D������v� 2010/63/EU �� ��� E���p��� P�����m��� 
��� �� ��� C������ �� 22 S�p��mb�� 2010 �� ��� p��������� �� 
animals used for scientific purposes (12); ii) the Universities 
F��������� ��� A��m�� W������; ���) ��� I������������ 
A���������� ��� ��� S���� �� P��� (IASP).

Animal sacrifice and kidney harvesting. P���� �� ����� �����-
fice, the rats were anesthetized with ketamine, administered 
�����p����������� �� � ���� �� 12.5 m� p�� 100 � b��� w�����. 
T�� k���m��� �������� ���m 5 m� v���� (k���m��� 50 m�/m�) 
was first diluted in physiological saline (NaCl 0.9 g/��) �� � 
1:4 ratio, to the final ketamine concentration of 12.5 mg/m�, 
��� ���� �������� w�� ��v�� �����p����������� �� � ���� �� 
1 ml per 100 g body weight. After sacrifice, the kidneys were 
��m�v�� ��� ��bj����� �� ��m�����z����� ��� ����� ������� ���.

S������� ABP m������m��� w�� p�����m�� ���-��v���v��� 
b� ����-���� p�����m����p�� (BIOPAC), �� ��� b�������� �� ��� 
study, and then on days 3, 6, 9, 12 and 14 (13).

Assessment of IL‑1β and NT‑pro‑BNP in the blood plasma. 
T�� �������������� �� IL-1β ��� NT-p��-BNP w��� �������� 
b� ELISA, �� ��mp��� �� b���� p���m� p��p���� �� �����w�. 
B���� w�� ��������� ���m ��� ����� �� ������������� (��p����), 
�mm�������� b����� ���m�� ���������. W����� 30 m�� ����� 
b���� ��mp����, ��� ��mp��� w��� ����������� �� ���m 
��mp�������, ��� 20 m�� �� 2,000 x � . T�� �b������ p���m� 
was immediately stored at ‑80˚C until further processing. For 
ELISA Q�����k���® k��� w��� ����, ��� IL-1β/IL-1F2 �mm�-IL-1F2 �mm�-
������� (R&D S����m�, I��.) ��� USCN L��� S������, I��. I� 
���� ����, ��� �������� ������������ ���m ��� p������� w��� 
�����w��.

IL‑1β, IL‑6 and TNF‑α assessment in kidney homogenate. 
T�� k����� ��m������� w�� �b������ b� p������ ��� k����� 
������� � ���� ���v�, ����� � ������� p������. T�� ���v� 
w�� w����� w��� 2 m� �� K��b� ����m. T�� �p������� w�� 
��p����� 3 ��m��. A���� m����� p���������, ��� ��mp��� w��� 

����������� �� ���m ��mp�������, ��� 20 m�� �� 2,000 x � ��� 
stored at ‑80˚C until further use.

Evaluation of gene expression for IL‑6 and TNF‑α. For IL‑6 and 
TNF-α q��������v� �v�������� w�� p�����m��, ����� RT-PCR, 
b���� �� ��� ��v���� ��������p���� k�� E������� Av��� HS-100 
RT-PCR (S��m�-A������; M���k KG�A). F�� TNF-α ��� 
p��m�� ��q����� w�� AAGTTCCCAAATGGGCTC, w���� ��� 
IL‑6 the primer sequences were TTCCCTACTTCACAAGTC 
��� CTAGGTTTGCCGAGTAGA (14).

Statistical analysis. T�� ����������� �����p�������� �� ���� w�� 
p�����m�� ����� G��p�P�� P���m 5.0. T�� ���� w��� �����z�� 
w��� S������'� �-���� �� �������� �� v������� (ANOVA) ��� 
��mp������ b��w��� ����p� w��� ����������� ������������ 
defined. Significance of differences between the studied groups 
was determined with least significant difference (LSD) test. A 
P‑value ≤0.05 was considered statistically significant (15).

Results

Arterial hypertension induced by Ang II. T�� �������� ABP w�� 
��m���� �� ��� �w� ����p� �� ���� b����� ��� �����m��� (~120 mmH�) 
and it increased gradually and significantly in rats treated with 
A�� II, w����b� �� ��� 14 �� ������� 208±2 v�. 120±5 mmH� 
��� ��m� ��� �� ��� ������� ����p (F��. 1). A�� II �����m��� 
finally raised systolic ABP above 206 mmHg in 4 rats (28.57%) 
and below 206 mmHg in the other 10 rats (71.43%).

Blood plasma concentration of NT‑pro‑BNP. A���� 14 ���� 
�� ���������� ��m����������� �� A�� II, �� �� p���� v������ 
���p����v���, ��� b���� p���m� ������������� �� NT-p��-BNP 
�� ���� w�� w��� ��v�� A�� II w�� ������� ������ (m��� v���� 
0.42 p�/m�) ���� �� ���� ���m ��� ������� ����p (m��� v���� 
0.16 pg�ml) (Fig. 2), and the difference was statistically signifi ‑�ml) (Fig. 2), and the difference was statistically signifi ‑ml) (Fig. 2), and the difference was statistically signifi-
���� (P=0.011).

Blood plasma concentration of IL‑1β. A���� 14 ���� �� ������-
���� ��m����������� �� A�� II, �� �� p���� v������ ���p����v���, 
��� b���� p���m� ������������� �� IL-1β w�� ��m�w��� ������ 
�� ���� w�� w��� ��v�� A�� II (m��� v���� 40.4 p�/m�) ���� �� 
���� ���m ��� ������� ����p (m��� v���� 32.43 p�/m�) (F��. 3); 
however, this difference was not statistically significant.

F����� 1. T�� �������� �������� b���� p������� (ABP) �� ������ �� m��� ���� 
������� w��� ����������� II (���m����) v�. ������� (�q�����); *P<0.05.
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IL‑1β concentration in the kidney homogenate. O� ��� 
��������, �� ��� �xp���m��� ��� �� ��� 14, ��� IL-1β ������-
������� �� ��� k����� ��m������� w�� ������������� ������ 
(P=0.0000008) �� ���� ������� w��� A�� II ���� �� ��� ������� 
group (mean values 564.3 vs. 297.49 pg/m� (F��. 4).

Gene expression of the kidney inflammatory markers IL‑6 
and TNF‑α. The expression of IL‑6 and TNF‑α w�� �x�m���� 
���m � q��������v� p���� �� v��w b� RT-PCR, �� ����� �� �v������ 
the role of Ang II as a proinflammatory molecule in kidney 
disease. The expression of IL‑6 and TNF‑α �� ��� k����� 
w�� ��������� �� ���� ��bj����� �� ������� A�� II (14 ����) 
�� ��mp������ �� ��� ������� ����p (F��. 5). T�� b���� ���m 
~950 bp ��� ��� �� ����m�� DNA �����m������� �� ��� RNA 
��mp���. W� ���� ���� �� �� p����b�� �� �b���� � ��m������� �� 
��� ������ ��� DNA ���� w��� ��� �DNA �x���� �� � m����x.

Discussion

C������ m����� �xp������, ��� �� �� ��������� �������� v���m� 
�� ��� ����� ���mb��� ���/�� �� �� ��������� m��������� 

�����m���� p������� (�� �������� �� ����� �������, m��������� 
����������, �� ������m��p����), ������ ��� ������� �� ��� 
����������� p�p����� �� ������� ������: ANP (������ �����-
������ p�p����) ��� BNP (����������� p�p���� �� ��� b����; � 
m����m��). M����� b� p��m����� �����m ��� w���� �x���-
����, ANP �� p��m������� ��v��v�� �� ��� ��m������� �� ��� 
extracellular fluid volume (of volemia actually) and its blood 
p���m� ������������� �� ������� ������� �� ��� ���� ������ p���-
����. BNP �� �������� w��� m��������� ������ ������ ��� ��� 
������������� �� �������� ������� �� ���� v���������� p������� ��� 
volume (16).

A significant increase in systolic ABP was found in rats 
������� w��� A�� II ��� 14 ���� (F��. 1) ��� ���� ���� ABP 
w�� ����mp����� b� �� �������� �� ��� b���� p���m� ������-
������� �� NT-p��-BNP (F��. 2). NT-p��-BNP, �� ����b������ 
b��m��k�� �� �������� ���/�� ��������� ����� �������, �� �������� 
b� ��� �������� m��������m. S��� � m��������� ������, 
�������� �� ��� ���� ������� w��� A�� II, �� ��� �� ��� ��������� 
ABP, but is also a direct consequence of the proinflammatory 
������ �� A�� II �p�� ��� v���������� m��������m.

H��� ABP m�� ���� �� ���� v���������� ��p�����p�� ��� 
����m����� �� ����� �������. H����b����� et al (16) demonstrated 
�� ��m��� �� ����������� b��w��� ��������� NT-p��-BNP �� 
b���� p���m� ��� ��� ���� ABP ���������� w��� ���� v������-
���� ��p�����p��. O� ��� ����� ����, J�pp���� et al (17) found 
���� �� ��m��� �� �������� �� b���� p���m� NT-p��-BNP �� 
����mp����� b� � �������� �� ��� ���k �� ��v���p��� ��p�����-
����, b������ BNP �����m���� ��� ��������� ������� �����m 
elimination, vasodilatation, and decreased ABP (17,18). Recent 
���� ���w ���� BNP ��� �� �mp��� �� ��� ������� ��m������� 
p������ ���� ������ �� ��p���������, ��� �� ��� ����-��p�����-
phic, anti‑proliferative and anti‑inflammatory effects (19). In 
p������� w��� CKD, ���� v���������� ��p�����p�� ������, w��� 
��������� ���� v���������� v���m� ��� p�������. S�b��q���� 
changes in myocardial structure, calcification, fibrosis and 
�������� ����m�������, ��� ����mp��� ��� ������� �������� ��� 
��������� ������� ����������� (20). M����v��, ��� ������������� 
�� NT-p��-BNP �� b���� p���m� ��������� �� p������� w��� ��� 
������� �� ����� �������� �� p������� ��bj����� �� �������� (21). 
H�w�v��, ��� ������� ����������� �� m��� �� ���� ������� w��� 
A�� II ��� 14 ����.

F����� 3. T�� b���� p���m� ������������� �� ��������k��-1β (IL-1β) �� ��m���� 
�� m��� ���� ������� w��� ����������� II (A�� II, b���k ����m�) v�. ������� 
(w���� ����m�); P>0.05.

F����� 2. T�� b���� p���m� ������������� �� ��� N-���m���� p�������� �� 
B-��p� ����������� p�p���� (NT-p��-BNP) �� ������ �� m��� ���� ������� w��� 
����������� II (A�� II, b���k ����m�) v�. ������� (w���� ����m�); *P<0.05.

F����� 4. T�� ������������� �� ��������k��-1β (IL-1β) �� ������ �� ��� k����� 
��m������� ���m m��� ���� ������� w��� ����������� II (A�� II, b���k 
����m�) v�. ������� (w���� ����m�); *P<0.05.

Figure 5. Gene expression for interleukin‑6 (IL‑6) and tumor necrosis 
������-α (TNF-α) �� ��� k����� ��m�������, �� ���� ������� w��� ����������� II 
(A�1 ��� A�2) v�. ������� (C  1 ��� C2). R������ �� ������� ��� �������p�������, 
after amplification with the primers for: IL‑6 (left), TNF‑α (m�����), ��� 
�������������� 3-p���p���� ������������� (GAPDH; �����). I� ���� �� ����� 
three groups of eight wells, the first extraction corresponds to the first four 
w���� (���� ��b����p �� ����) ��� ��� ������ �x�������� ������p���� �� ��� ���� 
(����� ��b����p �� ����).
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IL-1β, �� � w��� k��w� p��-�����mm����� ����k���, 
�������� �� � �����q����� �� �x�����v� ������, ��� �� ��v��v�� 
in the fight against infections in autoimmune and metabolic 
diseases. There is an increased concentration of proinflam-
m����� ����k���� �� b���� p���m� �� p������� w��� ������� 
����������� (22). IL-1β �� ��v��v�� �� ��� p����p��������� �� 
����� ������� b� p��m����� ��� ��m�������� �� ��� ���� v��������. 
O�� ����� ��v���� �� �������� �� IL-1β �� A�� II ������� 
���� v�. �������, �� ��� k����� ��m������� (F��. 4), b�� ��� �� 
b���� p���m� (F��. 3).

I� p������� w��� CKD, ���� v���������� ��p�����p�� ��� 
����������� m��������� ����������� ��� ����p������ p�������v� 
������� �� m��������. B���� p���m� IL-1β �� ��������� �� CKD 
p������� (23), b� � ���� m�������m: ��� �� ��� ��������� ���� 
���� ������������� �� b���� ����m, w���� ����� �� ��������� 
�x�����v� ������, ��� ���� ��� �� ��� ������� �� IL-1β ���m ��� 
m��������m �� ���� v���������� ����������� (24). S������ �� ���� 
with heart failure have demonstrated an increase in proinflam-
m����� ����k���� (IL-1β, IL‑6 and TNF‑α) ��� ���� �� p���m� 
b�� ���� �� p���p����� �������, ���������� w��� �� �������� �� ��� 
������������� �� ��� ��mp������ �� RAS. I� ��� �xp���m����� 
m���� �� ��p��������� ������� b� ������� A�� II ��m�������-
����, N�v�� et al (25) have identified new mechanisms, involving 
� ���� ��� ��������� �xp������� �� ���������� ���������������, 
w���� �� ���� �� m�������� b� ��� ��������� �xp������� �� 
TNF-α and IL‑6 due to the chronic Ang II treatment.

It is known that renal Ang II exerts proinflammatory effects 
by stimulating renal infiltration with T lymphocytes and macro-
phages (26). These cells, which belong to the immune system, 
secrete inflammatory cytokines such as IL‑6 and TNF‑α (27). We 
observed increased gene expression for IL‑6 and TNF‑α �� ��� 
k����� ��m������� ���m A�� II-������� ���� v�. ������� (F��. 5). 
I� ������� A�� II �����m���, ��� ���v����� �� ���������� A�� II 
also involves IL‑6, by its effect of increasing the local gene 
�xp������� ��� ���������������; ���� ������b���� �� ��� ��������� 
ABP ��� �� ��� ����� �mp���m��� (28).

The inflammatory effects observed in the present study 
������ b� ��������� �� ���m� �� ����� ���� �����, �.�. ��� ������� 
���m���v�� �� ��� ����w �� �� ������ ������� w������ ��p��-
tension‑related inflammation is due to hypertension itself, to 
A�� II, �� �� b���. H�w�v��, w� p����� ��� ����� �xp��������, 
whereby the direct pro‑inflammatory effects of Ang II are in 
fact part of an aggravating positive feedback loop (6‑8,11), 
�� ����� �� ���� m���� �� ��p��������� ������� b� A�� II. 
M����v��, ���� ������ ����� �� ��� �����m������ �� ������� 
���� ABP, ��p������ �p�� ��� ������ �� RAS ��v��v�m��� �� 
���� ���������. Obv������, ��� �w� �������v� ���/�� m�������� 
m�������m� ����� b� �����p��� �� ��p����� �xp���m����� 
m�����. F�� �x�mp�� �� ��� ��p��������� m���� w���� ABP 
����� ��������� ���p��� ��� �����m��� w��� �� ���������� �� 
A�� II ����p����. T��� w���� ����w �x�m������� �� ��� ��mp�-
nents of the pro‑inflammatory environment which are induced 
b� ��p��������� b�� ��� ����p������ �� A�� II. S��� ������� 
are available in the wide field devoted to the use of Ang II 
����������� ��� ��� �����m��� �� �����m�� �������� ��p���������.

I� ����������, ������� A�� II ��������� ABP ��� ���� ������� 
��� ������ ������. I�������� NT-p��-BNP �� b���� p���m� 
��v���� ����������� �� ��� ����� ���� v��������. T�� m�������m 
�� ����� �mp���m���, �� ��� ��p��������� ������� b� ������� 
Ang II, includes immune cell infiltration of the kidney, with 

the secretion of pro‑inflammatory cytokines: IL‑1β, IL‑6 and 
TNF-α. Our findings suggest that the anti‑inflammatory medi-
������, w���� ����b��� ��� �mm��� �����m, m���� b� ������ �� 
����v���� ��� k����� ����������� �� ��p���������.
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