Zardjelentés a 2007. 07. 01. — 2012. 06. 30-ig folyo K 67971-es
OTKA kutatasi palyazatrol

A kutatas lényegében végig a tervek szerint folyt, kivéve a tervezett betegszamot,
amely az eredetileg tervezettdl 1ényegesen elmaradt a 2007-2008 évi kutatasi iddszakrol
készitett részjelentésemben részletesen ismertetett okok miatt. Roviden a betegszdm az
eredetileg tervezett6l foként azért maradt el Iényegesen, mert a tervezett 5 orvos helyett csak
ketten végeztiik a vizsgalatot, kisebb részben azért, mert a sokféle kizar6 ok miatt az
eredetileg gondoltnal a gyakorlatban nehezebb volt a vizsgalatban torténd részvételre
alkalmas betegeket talalni. Az 0j betegek bevonasat 2011.06.30-an befejeztiik, 6sszesen 112
beteget vontunk be a vizsgalatba (18-at a kontroll, 94-et a betegcsoportba). Eddig 4 beteg érte
el a vizsgalati végpontot (2 betegnél pitvarfibrillatio, 2 betegnél szivelégtelenség alakult ki),
¢s 13 beteg esett ki a vizsgalatbol, 8 beteg azért, mert a tovabbiakban nem kivant részt venni
benne, 5 beteg pedig azért, mert a vizsgalat kdzben kizaro okok alakultak ki. Minden
betegnél (a legkésdbb bevontaknal is) legalabb egy kovetéses vizsgalat volt, a betegek tobb
mint felénél a teljes vizsgalatot (elsd vizsgalat és 3 kdvetéses vizsgalat) elvégeztiik.

Az alabbiakban az eddig feldolgozott tudoméanyos eredményeinket ismertetem
roviden. A vizsgalat egyik {6 kérdésére, nevezetesen a pitvarfibrilllacié (AF) és a
szivelégtelenség (HF) bekovetkezésének eldrejelzésére, rizikojanak becslésére a vizsgalt
tudomanyos labor és echocardiographias paraméterekkel nem fogunk tudni valaszt adni,
tekintettel arra, hogy a tervezettnél 1ényegesen kisebb betegszam miatt a vizsgalat lezarasaig
csak olyan kevés (Osszesen 4) beteg érte el a AF és HF vizsgalati végpontokat, amely
statisztikai 6sszehasonlitdst nem tesz lehetévé a vizsgalati végpontot elérd és nem elérd
betegek kozott. Ezért a vizsgalat masik {6 kérdésére a megtartott ejectios frakcidju
szivelégtelenség (HFPEF) illetve diastolés bal kamra (LV) dysfunctio pathogenesisére
koncentraltunk, amelyre vonatkozdan mar szamos érdekes eldzetes eredménnyel
rendelkeziink. Az eredetileg tervezetthez képest Gijabb labor meghatarozasokat
(chromogranin A=cGA, B-tipusu natriureticus peptid=BNP, tetrahydrobiopterin=BHj,) és
genetikai polymorphismus vizsgalatokat is végeztiink. Eddigi eredményeinkbdl kozleményt
még nem publikéltunk, de eredményeinket poster prezentdcié forméjaban mar bemutattuk az
Europai Kardiologus Térsasag 2010 évi Stockholmban és 2011 évi Parizsban, valamint az
Euroecho 2010 évi Koppenhdgéban tartott kongresszusain és a 2012 évi Eurdpai Kardiologus

Kongresszusra (Miinchen) is elfogadtdk egy posteriinket. A fenti eredményekbdl tartott



eléadasokkal Pepd Lilla IV. éves TDK hallgatom a Semmelweis Egyetem 2010 évi TDK
Konferencia Kardiolégiai Szekcidjaban II. helyezést, a 2010 évi Koranyi Frigyes
Tudomanyos Férumon III. helyezést, Janosi Olivér V. éves TDK hallgatdm a Semmelweis
Egyetem 2011 évi TDK Konferencia Kardioldgiai Szekcidjaban III. helyezést, Gellért Balint
IV. éves TDK hallgatom a Semmelweis Egyetem 2012 évi TDK Konferencia Kardioldgia
Szekcidjaban 1. helyezést értek el. Eredményeinkbdl legalabb 3 (esetleg 4) kozleményt
tudunk ko6z6Ini rangos kiilfoldi, impakt faktorral rendelkez6 folydiratokban. A tervezett
kozlemények koziil egyet, a Maclver hypothesis human echocardiographias vizsgalattal
tortént igazolasarol szolot, a zardjelentés beadasanak hataridejéig elkészitettiik, a jelentéshez
mellékeljiik, rovidesen kozlésre bekiildjiik. Az utolsé vérmintakat a biokémiai mérésekre,
csak 2012 juliusban szallitottuk ki, ezért a biokémiai vizsgalatokbol a kozleményt csak 2012
év vége felé tudjuk elkésziteni. Az aldbbiakban ismertetett genetikai vizsgalatok
eredményeihez kiegészitésképpen még mRNS preparalas utdn mangéan superoxid dismutase
(MnSOD) és nitrogén oxid synthase (NOS) expresszido méréseket tervezziik, ezért a genetikai
vizsgalatok végleges eredményei kb. 2012 végére, a kozlemény megirasa kb. 2013 elsd
negyedévére varhatd. Tekintettel arra, hogy az eredményeinkbdl megirt kozlemények
megjelenése és/vagy elfogadasa kb. a kovetkezo egy év folyaman varhato, a tisztelt
Ertékelé Bizottsaghoz azzal a kéréssel fordulunk, hogy a palyazat végleges értékelését

egy év mulva, e kozlemények ismeretében végezzék el.

Elozetes eredmények

A most roviden ismertetésre keriilo eldzetes eredményeinket >60 éves 112 egyén (18
kontroll, 94 normalis ejectios frakcidji hypertonias beteg) vizsgalatabol nyertiik.
Echocardiographiaval LV diastolés dysfunctiot talaltunk 56/94 (60%) betegben (HTDD+
csoport), nem volt LV diastolés dysfunctio 38/94 (40%) betegben (HTDD- csoport).

1. Az oxidativ stressz, gyulladas, hypercoagulabilitas szerepe a bal kamra diastolés
dysfunctio pathogenesisében hypertonias betegekben
Az oxidativ stressz mértékével forditottan aranyos plasma total scavenger kapacitas

(TSC) csokkent, az oxidativ stressz mértékével egyenesen aranyos plasma BH, szint nétt



mindkét betegcsoportban (mindkét betegesoportban p<0,001 a TSC-re és p<0,01 a BHg-re
vonatkozoan), az oxidativ stresszt jelz6 protein karbonilacio (PK) nétt (p<0,05) a HTDD-
csoportban, a CRP szint (p<0,05), az interleukin-6 (IL-6) szint nétt (p<0,001) a HTDD+
csoportban, a tumor necrosis faktor-a (TNF-a), plasminogen-inhibitor-1 (PAI-I),
chromogranin-A (cGA), B-tipusu natriureticus peptid (BNP) szintek mindkét betegcsoportban
szignifikansan néttek (TNF-a: p<0,05, PAI-I: p<0,001 mindkét betegcsoportban; CGA:
p<0,05 a HTDD- és p<0,01 a HTDD+; BNP: p<0,05 a HTDD- ¢s p<0,01 a HTDD+
csoportokban) a kontroll csoporttal 6sszehasonlitva. A tobbi alvadasi paraméterben
(fibrinogén, von Willebrand faktor) a vizsgalt csoportok k6zott nem volt szignifikans
kiilonbség. A vizsgalt LV myocardialis segmentumokban mért maximalis longitudinalis
strain (S) atlaganak abszolut értékei (p<0,05 mindkét betegcsoportban) valamint a maximalis
longitudinalis systolés LV (p<0,05 mindkét betegcsoportban), maximalis korai diastolés LV
(p<0,05 a HTDD-; p<0,001 a HTDD+ csoportban), pitvari contractios periodus (p<0,05
mindkét betegcsoportban) ¢és pitvari reservoir periddus (p<0,001 mindkét betegecsoportban)
strain rate (SR) atlagainak abszolut értékei mindkét betegesoportban kisebbek voltak a
kontroll csoport megfeleld értékeinél. A fenti LV és pitvari myocardialis deformacié
paraméterek longitudinalis LV systolés és diastolés, valamint pitvari dysfunctio jelenlétére
utalnak a vizsgalt betegcsoportokban.

A nagyon sok szignifikans echo-labor paraméter korrelaciot itt részletesen nem
ismertetem, roviden Ugy jellemezhetdk, hogy az oxidativ stressz , gyulladas mértéke, a BNP
és PAI-I szintek forditottan korrelaltak a LV systolés és diastolés valamint a pitvari
funkcioval.

Elézetes eredményeinkbdl az a kdvetkeztetés vonhato le, hogy a HFPEF leggyakoribb
prekurzoranak tekinthetd normalis EF-ju hypertonias betegekben az oxidativ stressznek
[foként myocardialis NOS szétkapcsolodas révén johet 1étre, amelyre az irodalom szerint
valoszintlileg alacsony szoveti BH4 (NOS cofactor) szinttel tarsulé emelkedett plasma BH,
szint utal] és gyulladasnak esetleg primer pathogenetikai szerepe lehet a LV systolés és
diastolés valamint a pitvari dysfunctio el6idézésében. Az emelkedett plasma BNP, cGA
szintek fokozott neuroendokrin aktivacio jelenlétére utalnak mindkét hypertonias

betegcsoportban.

2. A megtartott ejectios frakcioju szivelégtelenség (HFPEF) Maclver-Townsend altal

feltételezett pathogenetikai hypothesisének vizsgalata betegeinkben



Maclver és Townsend (Heart 2008; 94: 446-449) a LV contractio matematikai
modellje alapjan feltételezte, hogy HFPEF-ben a normalis EF-ért nem a csokkent
longitudinalis systolés LV funkciot kompenzal6 fokozott radialis systolés funkcio a felelds,
ahogy ezt eddig gondoltuk, hanem a kompenzalé mechanizmusként 1étrejovo LV
hypertrophia kovetkeztében 1étrejové megtartott abszolut radialis falvastagodas (RWT). Bara
szerzd kozleményében hivatkozik egyes human vizsgalatok hypothesisét részlegesen
tamogaté eredményeire, a fenti hypothesist humén vizsgalatban eddig még nem ellendrizték.
A longitudinalis LV és pitvari S és SR eredményeket 1d. az el6z6 alcimben. . A bal kamrai
izomtomeg (LVM) (p<0,01, p<0,05) és LVM/testfelszin (tfsz) (p<0,05, p<0,01) a HTDD+
csoportban nétt a kontrollhoz és a HTDD- csoporthoz képest, az LVM/tfsz a HTDD-
csoportban is nétt (p<0,05) a kontrollhoz képest.. A bal pitvari térfogat (LAV) és a LAV/tfsz
értékek csak a LV diastolés dysfunctio mértékével aranyos, nem szignifikans, enyhe
novekedési trendet mutattak a betegcsoportokban a kontrollal 6sszehasonlitva. A radialis LV
maximalis S, systoles SR, abszolut radialis falvastagodas (RWT) és a hagyomanyos LV
systoles funkcié paraméter (LV verétérfogat, EF, mitralis annulus M-mad kitérés, mitralis
annulus systolés csucssebesség) értékekben nem volt kiilonbség. Az EF/LVM (p<0,001) és a
EF/LVMI/tfsz (p<0,001) a HTDD+ csoportban csokkent a kontrollhoz és a HTDD- csoporthoz
(p<0,01 mindkét paraméter esetében) képest. Kezdeti eredményeinkbdl az a kdvetkeztetés
vonhato le, hogy a HFPEF potencialis el6futdranak tekinthetd HT-as normalis EF-ja
betegekben csokkent longitudinalis LV systolés és pitvari funkciot talaltunk, és igazoltuk,
hogy a normadlis EF nem a radialis systolés funkcié ndvekedésének, hanem a LVM
kompenzatorikus novekedése kovetkeztében megtartott abszolut RWT-nak a kdvetkezménye.
Tehat eredményeink huméan vizsgalatban igazolni latszanak a Maclver-Townsend hypothesist.
A normalis EF mechanizmusa eredményeink és a Maclver-Townsend hypothesis alapjan
HFPEF-ben a kovetkezd lehet: EF=verdtérfogat (SV)/végdiastolés térfogat (EDV), a HFPEF-
et eldidézo betegség, allapot a longitudinalis LV systolés funkcio csokkenéséhez, ezaltal
kovetkezményes SV csékkenéshez vezet egyfeldl, masfeldl az afterload novelésével
kompenzatorikus LV hypertrophiat idéz el6, ami az EDV csokkenéséhez is vezet egyuttal. Ha
az SV és EDV csokkenése kozel azonos mértékii, akkor az EF (amely =SV/EDV) nem
valtozik, normalis marad. Az EF helyett az EF/LVM vagy EF/LVM/tfsz ajanlott a LV
systolés dysfunctio jellemzésére HFPEF-ben.

3. A ventricularis-vascularis interakcio vizsgalata



A pulzushullam a magas ellenallast muscularis arterioldkbdl és a nagyerek elagazasi
pontjairol visszaverddik, €s ennek a visszavert hullamnak a nagyséaga, és visszaérkezésének
ideje nagymértékben befolyasolja a LV myocardialis relaxaciot (ventricularis-vascularis
interakcid). A kor elérehaladtaval vagy a nagy artériak falanak rugalmatlansagahoz vezeto
betegségekben a visszavert hullam terjedési sebessége (PWV) nd, és a visszavert hullam az
aorta billentyli zarddasa el6tt érkezik vissza az aorta gyokbe (normalisan az aorta billentyli
zarodasa utan érkezik), a centralis késd systolés nyomast jelentésen novelve, igy a LV-nak
nagyobb nyomassal szemben kell a vért kipumpalnia (afterload nd), a myocardium relaxacios
ideje megnyulik, az LAV, LVM is n6. A centralis systolés vérnyomasnak (ventricularis-
vascularis interakcionak) fontos, - bar talan inkabb stlyosbitd, mint dominéns, elsédleges-,
szerepe van a LV diastolés dysfunctio, HF kialakuldsaban, a cardiovascularis események
1étrejottében, €s a cardiovascularis mortalitasban. A carotis ultrahanggal talalt arteria carotis
elvaltozasok sulyossagat egy carotis score értékkel jellemeztiik, és EKG-val kapuzott
applanatios tonometriaval mértilk a PWV-t az art. carotis comm. és az art. femoralis kdzott,
ezzel megbecsiilve az érfalmerevséget.

A carotis score érték és a PWV a HTDD+ csoportban szignifikansan (p=0,004 a
carotis score-ra, p<0,05 a PWV-re vonatkozban) magasabb volt a kontroll csoporthoz képest,
ami fokozott atherosclerosisra, megnovekedett érfalmerevségre utal a HTDD+ csoportban. A

vizsgalt csoportok vérnyomasértékei kozott nem volt szignifikdns kiillonbség.

4. Oxidativ stresszel, BH, metabolismussal, nitrogén oxid synthase funkciéval
osszefiiggésben allé enzimek single nucleotid polymorphismusainak vizsgalata

A HFPEF pathogenesisében szamos allatkisérletes bizonyiték alapjan felmeriilt a
szivizom nitrogén oxid synthase (NOS) szétkapcsolodas kovetkeztében 1étrejovo oxidativ
stressz szerepe, amelyben a NOS cofactor BH, oxidativ depletiojanak donté jelentdsége van.
Allatkisérletes HFPEF modelleken a BH, adas visszaforditotta a bal kamra hypertrophiat,
fibrosist, diastolés dysfunctiot €s a NOS szétkapcsolddast. Az antihypertensiv kezelés
(hydralazin) és a NOS szétkapcsolodasra kozvetleniil nem hat6 antioxidans (Tempol,
tetrahydroneopterin) kezelés nem akadéalyozta meg a bal kamra hypertrophiat, fibrosist és
diastolés dysfunctiot, ami arra utal, hogy ezek létrejotte nem altalaban az oxidativ stressz vagy
tensid emelkedés, hanem a NOS szétkapcsolodas kovetkezménye.

Ezért tobb oxidativ stresszel, BH4 metabolismussal és NOS funkcioval 6sszefiiggd
enzimet kodolo gén dsszesen 9 single nucleotid polymorphismusanak (SNP) prevalenciajat
vizsgaltuk. Négy (rs841, rs3783641, rs10483639 és rs807267) guanosine triphosphate



cyclohydrolase-1 (GTPCH), - a BH4 szintézis rate limiting enzyme -, 1 (rs4673) NADPH
oxidase (NADPHox),1 (rs4880) mangan superoxide dismutase (MnSOD), 2 (rs1799983,
rs2070744) NOS3 ¢és 1 (rs10493389) phosphodiesterase4B (PDE4B) gént genotipizaltunk
Tagman assay segitségével valos idejii PCR technikaval. A kontroll csoporthoz képest az
rs4880 (MnSOD) minor allél frekvenciaja (MAF) csokkent a HTDD+ csoportban (p=0,041),
az rs2070744 (NOS3) MAF-ja szignifikansan (p=0,046) nétt a HTDD-, és a szignifikancia
hataran (p=0,058) n6tt a HTDD+ csoportban, mig az rs10493389 (PDE4B) MAF-ja csokkent
(p=0,024) a HTDD- csoportban és csokkenési trendet (p=0.086) mutatott a HTDD+
csoportban. Az rs1799983 (NOS3) mindkét betegcsoportban, és harom GTPCH SNP, MAF-
ai a HTDD+ csoportban novekedési trendet mutattak a kontrollhoz képest, az rs3783641
GTPCH SNP és az (rs4673) NADPH oxidase MAF-i a vizsgalt csoportokban egyaltalan nem
kiilonboztek. Mivel a fenti enzimek minor alléljai a PDE4B kivételével fokozott oxidativ
stresszt okozhatnak, a PDE4B kivételével azon enzimek MAF-i alapjan, amelyek MAF-ja a
kontroll csoportétol szignifikansan vagy csak trendet mutatva kiilonb6zott (MnSOD, két
NOS3, 3 GTPCH SNP) egy genetikai score-t alkottunk az oxidativ stresszre torténd
predispositio jellemzése céljabol. Az el6bbi 6 enzim MAF-i alapjan a genetikai score-t gy
szamoltuk ki, hogy az adott minor allélt hordozok annyi pontszdmot kaptak, amennyit az adott
minor allélbol hordoztak (major allél homozygota: 0 pont, minor allél heterozygota: 1 pont,
minor allél homozygota: 2 pont, igy a score értéke 0-12 pont kdzott lehetett).

A genetikai score a a HTDD+ csoportban szignifikansan (p=0,01) magasabb volt,
HTDD- csoportban novekedési trendet (p=0,07) mutatott parhuzamosan a korabban a
biokémiai eredményeknél bemutatott fokozott oxidativ stresszre utalo TSC csokkenéssel,
plasma BH4, PK szint novekedéssel a kontrollhoz képest. Kezdeti eredményeink azt igazoljak,
hogy a HFPEF prekurzor allapotanak tekintheté normalis EF-ju HT-4s betegekben
kimutathat6 fokozott oxidativ stressz legalabb részben genetikai faktorok altal meghatarozott.
Az oxidativ stresszre vald genetikai hajlam a LV diastoles dysfunctio mértékével
parhuzamosan nd. A plasma BHy szint irodalmi adatok szerint forditottan aranyos a szoveti
BH, szinttel, ezért a mindkét betegecsoportban a kontrollhoz képest emelkedett plasma BH4
szint csokkent myocardialis BH, szintre, kdvetkezményes myocardialis NOS

szétkapcsolodasra utal a vizsgalt hypertonids betegekben.

Eredményeink lehetséges klinikai hasznositasa
Eredményeink talan a kozeljovoben klinikailag is kozvetleniil hasznosithatok lehetnek.

Szemben a csokkent ejekcios frakcioja szivelégtelenséggel (HFREF), amelynek hatékony



kezelésére szamos, bizonyitottan mortalitast csokkentd gyogyszerrel rendelkeziink, a HFPEF-
nek a tlineti kezelésen kiviil jelenleg egyaltalan nincs kemény végpontokra hato, igazoltan
hatékony therapiaja. Nemrégota rendelkezésiinkre all a sapropterin hydrochlorid, amely a
szobahon instabil BH, helyett, oralis BH, therdpiara alkalmas vegyiilet. Ezt a vegyliletet az
FDA mar engedélyezte a phenylketonuria kezelésére. Egy nem randomizalt, nem placebo
kontrollos human vizsgalatban a sapropterin hydrochlorid vérnyomascsokkent hatasat is
igazoltdk. A BH, therdpia a HFPEF elsd igazoltan hatékony kezelése lehet a kdzeljovében.
HFPEF-es beteg rutin echocardiographias vizsgalata soran az EF illetve egyéb
hagyomanyos bal kamra funkcios paraméterek helyett, amelyek nem jelzik a HFPEF-ben csak
érzékenyebb, de specialis vizsgalatokkal (példaul myocardialis deformacié paraméterek
mérésével) altalaban kimutathat6é enyhe-mérsékelt foku longitudinalis LV systolés
dysfunctiot, az EF/LVM vagy EF/LVM/tfsz paraméterek meghatarozasaval az enyhe-

mérsékelt fok LV systolés dysfunctio is valosziniileg kimutathatova valik.



