AZ ENDOGEN OUABAIN SZINTJE OSSZEFUGG A HIPERTONIAS
BETEGEK KARDIOVASZKULARIS ALLAPOTAVAL

EGYETEMI DOKTORI (PHD) ERTEKEZES

DR. NAGY GABOR

A DOKTORI ISKOLA VEZETOJE: PROF. DR. KOMOLY SAMUEL
PROGRAMVEZETO: PROF. DR. WITTMANN ISTVAN
TEMAVEZETO: PROF. DR. WITTMANN ISTVAN

PROF. DR. WINKLER GABOR

PECSI TUDOMANYEGYETEM, ALTALANOS ORVOSTUDOMANYI KAR

I1. SZ. BELGYOGYASZATI KLINIKA ES NEPHROLOGIAI CENTRUM

PECS, 2012.



ROVIDITESIEGYZEK

ABPM: 24-6ras vérnyomds monitorozas
ACE-gitl6: angiotenzin-konvertdlé-enzim-gatlé
ACTH: adrenokortikotrop hormon

Aix: augmentacios index

ARB: angiotenzin-receptor-blokkol

AT II: angiotenzin II

DM: diabétesz mellitusz

DUAL: kettés RAS gatlasban részesiilt betegek
EDTA: etilén-diamin-tetra-ecetsav

EO: endogén ouabain

ERK: extracellular signal-regulated kinase
HPLC: nagy teljesitményti folyadék-kromatografia
HT: hipertonia

MONO: ACE-gatloval kezelt betegek
Pro-BNP: agyi tipusti natriuretikus fehérje
PWYV: pulzushullam terjedési sebesség

RAS: renin-angiotenzin-rendszer

RIA: radio immun esszé (radio-immunoassay)

VE: vesebetegség



1. Bevezetés

A digitdlisz klinikai hatdsa mar tobb mint két évszdzada ismert a szivelégtelenség
kezelésében. A digitdliszok pontos hatdsmechanizmusdnak felderitésében nagy szerepet
jatszott a ,.Na'-K'-pumpa” (Na'/K'-ATP-dz) felfedezése és milkodésének megismerése.
Korédbban feltételezték, hogy a so-fiiggd hipertonia és a volumen-tilterhelddéses dllapotokban
feltehetSleg egy, a Na'/K - ATP-4z miikodését befolydsolé endogén faktor jitszik szerepet. Az
1990-es években eldszor humdn plazmabdl, majd egyéb szovetekbdl is kimutattak egy a
ouabain-nal (ndvényi szteroid) nagymértékben egyezé anyagot, amelynek Na'/K'-ATP-dz
gatld hatdsa van, és amelynek kémiai szerkezete nagy hasonlésdgot mutat a mar régéta
haszndlt digitdlisszal. A disszerticiomban a szervezetben termel6dd endogén digitdlisszeru

anyagokkal, ezen beliil is az endogén ouabainnal (EO) és annak szerepével foglalkozom.
1.1 AZ ENDOGEN OUABAIN HATASAI

Az endogén ouabain kozel két évtizede ismert fiziologids gitléja a Na'/K'-ATP-dznak. A
gitlds hatdsdra né az intracelluldris Na‘-koncentriciéja, ami aktivdlja a Na'/Ca®
cseretranszporter miitkodését, amely végiil a sejteken beliili kalciumszint novekedéséhez
vezet. Ezen folyamat végeredményeként a szivizomzatban fokozott 6sszehizodés, az erekben
vazokonstrikcié jon 1étre. Ezen régota ismert hatds mellett azonban felfedezték, hogy az EO
Na'/K*-ATP-4zhoz val6 kotédése szamos jelatviteli it serkentése révén képes simaizom- és
fibroblasztsejteket aktivalni, amely igy hozzdjarul a szivizomzat €s az erek atépiiléséhez, a
hiperténia kialakuldsahoz.

A mellékvesekéregben képzddd EO elvdlasztasi ingerének az adrenokortikotrop hormon
(ACTH) és az angiotenzin II (AT II) emelkedését, a szimpatikus idegrendszer aktivalédasat
valamint a so-fliggd kronikus volumenterhelést tartjdk. Emellett ismeretes, hogy fizikai
terhelésre mind kutydkban, mind emberben az EO szintje rovid idOre, tobbszordsére
emelkedik, amely emelkedés gatolhat6 eldzetes B-blokkold €s angiotenzin-konvertdlo-enzim-
gatld (ACE-gétlo) adasaval. Ez alapjan feltételezik a szimpatikus idegrendszer és a renin-
angiotenzin-rendszer (RAS) szerepét az EO-elvédlasztds fokozddasdnak 1étrejottében. Az EO
szintjét human vizsgdlatokban szignifikdnsan magasabbnak taldltdk kezeletlen hipertonids

betegekben és olyan normotenziv egyénekben, akik csalddi anamnézisében hiperténia volt



ismert. Tovabba emelkedett szintjét észlelték tobbek kozott primer hiperaldoszteronizmusban,
Cushing korban, kronikus veseelégtelenségben, pangdsos szivelégtelenségben is. Kevés
humdn vizsgdlatot taldltunk azonban a kiilonb6zd kezelt hipertonids betegcsoportokban mért
plazma- és vizelet-EO szintjér6l és annak komplex, kardiovaszkuldris paraméterekkel
mutatott Osszefiiggéseirdl. Emellett nem taldltunk human vizsgélatbol szarmazé irodalmi
adatot az EO-szintek és a korai érrendszeri elvaltozasok markerei (artérids stiffness markerek)

kozott, annak ellenére, hogy a kettd kozotti kapcsolatot kisérletes adatok alatdmasztjak.

2. CELKITUZESEK
2.1 AZ ENDOGEN OUABAIN PLAZMA ES VIZELETSZINTJENEK VALTOZASAI KULONBOZO
BETEGCSOPORTOKBAN, EZEK KAPCSOLATANAK KIMUTATASA A KARDIOVASZKULARIS

PARAMETEREKKEL

Az endogén digitalisszeri anyagok szintje ismert, de kezeletlen hipertonids betegekben
emelkedett, azonban kezelt betegekben mért szintje, valamint a kardiovaszkuldris
paraméterekkel fenndll6 kapcsolata eziddig nem volt ismert.

Az EO dltal serkentett jelatviteli utak koziil az ERK1/2 1t oxidativ stressz-el vald
kapcsolata jol ismert, amely a vaszkuldris rendszert kdrositva ateroszkler6zist, magas
vérnyomdst eredményezhet. Mivel a hiperténia, a diabétesz és a vesebetegségek
szovodményeinek progressziéjdban a fokozott szabadgyok-képzddés szerepe jelentds, igy
ennek mérése kiillonosen fontos a szovodmények kialakuldsa szempontjabdl. Az oxidativ
folyamatok, kiilondsen a hidroxil szabad gyok hatdsara képzddo specifikus markerek (orto- és
meta-tirozin) elfogadott jelz6i ennek a folyamatnak.

Az EO dltal elinditott oxidativ jeldtviteli utak ugyan ismertek, azonban nem taldlhat6 adat arra
vonatkozoélag, hogy az EO-termelés és az oxidativ stressz markerek (o-tyr) kozott 6sszefiiggés
lenne.

e (C¢élul tiztiik ki, hogy hipertdnia, illetve hipertonia és egyéb tarsbetegségek egyidejii
fennélldsakor meghatdrozzuk az endogén ouabain szintjét mind a plazméban, mind a
vizeletben, illetve megvizsgaljuk, hogy a mért EO-szintek a fent emlitett
betegségekben gyakran észlelhetd kardiovaszkularis kdrosodést jelzd paraméterekkel
milyen kapcsolatot mutatnak.

e Mérni kivantuk a vizelet €s plazma orto-tirozin koncentracigjat, valamint a kapcsolatat

az EO-val a fent emlitett dllapotokban.



2.2 AZ EGYSZERES ES A KETTOS RAS BLOKAD HATASA A KARDIOVASZKULARIS

PARAMETEREKRE, KULONOS TEKINTETTEL AZ EO- ES VIZELETALBUMIN-SZINTEKRE

A korabbi vizsgdlatok szerint a terhelésre jelentkezé EO plazmaszintjének emelkedése ACE-
gatlo, és B-blokkolé adasaval gétolhat6. Az ACE-gitlé kezelés hatdsa, valamint az AT II-
receptor blokkoldsdnak additiv hatdsa az EO-termelés csokkentésére eddig human
vizsgalatokbdl nem ismert. Az egyszeres és kettds RAS-blokdd hatdsa az albuminiiritésre mér
ismert, azonban a vizelet nem immunreaktiv albuminszintjének valtozdsa és ennek
Osszefiiggései mas kardiovaszkularis paraméterekkel eziddig nem ismertek.

e Maisik vizsgdlatunkban vizsgélni kivantuk, hogy az EO-termelés csak az ACE-gatlot
szedo, illetve a kettés RAS blokkoléval kezeltekben (ACE-gitlé + angiotenzin
receptor blokkol6é (ARB)) mennyiben kiilonbozik

e Célunk volt felmérni, hogy az EO és a nem immunreaktiv vizeletalbumin szintje a két

csoportban milyen kardiovaszkuléris paraméterekkel mutatnak osszefiiggést.

3. BETEGEK ES MODSZEREK

3.1.BETEGEK

Els6 vizsgalatunk lebonyolitisdhoz 2007. oktéber és 2008. marcius kozott 41 kezelt,
hiperténidban szenvedd, felnott beteget vontunk be, akik koziil 10 csak hiperténidban (HT),
11 hiperténidban és 2-es tipusu diabétesz mellituszban (HT+DM), 10 hiperténidban, 2-es
tipusu diabétesz mellituszban €s vesebetegségben (HT+DM+VE), valamint 10 hiperténidban

és vesebetegségben (HT+VE) szenved.

Masodik vizsgalatunkban 35 ismert és gondozott (medidn 2,6 év) hiperténias, vesebeteg vett
részt, akiket két csoportra osztottunk aszerint, hogy csak ACE-gatlé (MONO-csoport, n=20),
illetve ACE-gétl6 és ARB kezelésben (DUAL-csoport, n=15) is részesiiltek.

3.2. MODSZEREK

Az elvégzett laboratériumi €s kardiovaszkuldris allapotot felmérd eszkozos vizsgélatok a két

vizsgalatban megegyeztek, igy ezek az aldbbiakban egységesen keriilnek részletezésre.



3.2.1 PLAZMA ES VIZELET ENDOGEN OUABAIN MEGHATAROZASA

Minden betegnél reggeli 7 és 8 d6ra kozott legaldbb 30 perc szigord dgynyugalom utdn fekvo
testhelyzetben 6 ml vért vettiink EDTA-s cs6be. A csdveket ezutdn 4°C-on 10 percig 3000g-n
centrifugaltuk, a feliiliszot leszivtuk és a mintdkat a végsd feldolgozdsdig -20°C-on taroltuk.
24 o6ras gytjtott vizeletbdl ugyanazon reggelen 10ml-t kivettiink és ugyancsak a feldolgozésig
-20°C fagyasztva taroltunk.

A mintdk meghatdrozdsa radio-immunoassay (RIA) segitségével (Ouabain '*I RIA kit;
Biotop OY, Medipolis Center, Oulu, Finland) tortént. Minden mintat kétszer mértiink és azok

atlagaival szdmoltunk.

3.2.2 VIZELET-KATEKOLAMIN- ES SZERUM-PRO-BNP-SZINT MEGHATAROZAS

A reggeli friss vizelet-katekolamin (adrenalin, noradrenalin, dopamin) meghatdrozdsa BIO-

RAD Clinical HPLC System (BIO-RAD Laboratories, Inc., France) segitségével tortént. A

savanyitott vizeletet Analytical Micro-Guard™

ebbdl az oldatbol 20ul-t kimértiink €s HPLC-s elektrokémiai detektorral (Model 1340C)

Cartridges segitségével elokészitettiik, majd

0,55mV-on hatdroztuk meg a hormonok mennyiségét. A kapott értéket a reggeli vizelet
kreatinin szintjével korrigaltuk.

A szérum N-termindlis pro-brain type natriuretic peptide (BNP), roviden pro-BNP szintjét
teljesen automatizalt Elecsys' " rendszerrel (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)

meértiik.

3.2.3 ORTO-TIROZIN MEGHATAROZASA

Gytijtott vizeletbdl és friss heparinizalt plazmdbdl 250 pl kimértiink, majd a kimért mintdkat
jégben tartottuk. A mintdkhoz 125 pl 60%-os triklorecetsavat adtunk, majd a mintdkat
osszeraztuk és 30 percig jégen tartottuk, hogy a fehérjetartalma kicsapddjon. Ahhoz, hogy a
kicsapodott fehérjetartalmat el tudjuk tdvolitani, a mintdkat 10 percig 15.000-es
fordulatszdmon, Eppendorf csOben centrifugdltuk. A feliilisz6t dtnyomtuk egy 0,2 um-es
szlirovel ellatott fecskenddén (Millipore, Billerica, MA, USA), majd a szlirt mintabodl

manudlisan dton 20 pl-t injektaltunk a HPLC késziilékben.



A mintdk analizalasahoz Shimadzu Class LC-10 ADVP HPLC rendszert (Shimadzu
USA Manufacturing, Inc., Canby, OR, USA) hasznéltunk, melyhez egy Shimadzu RF-10
AXL tipust fluoreszcens detektor (Shimadzu USA Manufacturing, Inc.) csatlakozott. Az
aminosavakat (p-, m-, o-tyr, fenilalanin-Phe) sajat fluoreszcens tulajdonsaguk alapjan tudtuk
mérni, a tyr izoformdkat 275 nm hulldmhosszu fénnyel gerjesztettiik, €s 305 nm-nél mértiik az
emmissziot, mig a Phe esetén 258 nm hulldmhosszon gerjesztettiink €s a 288 nm-nél mértiik
az emissziot. Az analizishez egy Licrospher C-18 ODS tipust oszlopot hasznaltunk, amelyhez
mobil fazisként 1%-os ecetsav vizes oldatit és 1%-os ndtrium acetatot alkalmaztunk.
Standardizélds €s kalibralds utdn, a gorbe alatti teriiletek nagysdgabodl szamitottuk ki a vizsgalt

aminosavak pontos koncentraciojét.

3.2.4 VIZELETALBUMIN MEGHATAROZASA

A huszonnégy-oras gylijtott vizeletmintdkat 10 percig 2500g centrifugaltuk, majd a feliiluszot
2 részre osztottuk. Az egyik részbdl a vizeletalbumin koncentricidjat rutin immun-
turbidimetrids moédszerrel, Roche/Hitachi 812 Modular P analyser segitségével (szenzitivitas:
3 mg/l, intra-assay pontossag 1,3% és 1,7%, inter-assay pontossag 4,3% és 2,6%, linearitas: 3-
3000 mg/1, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) hatdroztuk meg.

A vizelet feliilisz6 masik részébdl az albumin meghatdrozasdhoz nagy teljesitményti folyadék
kromatografiat (high performance liquid chromatography - /HPLC/) végeztiink a minta vételét
kovetden néhdany napon beliil (a feldolgozdsig a mintdkat -20°C-on tdroltuk). A HPLC
mérésekhez Accumin' kitet haszndltunk (Accumin Diagnostics Inc., New York, NY, USA).
A nem immunreaktiv albumin mértékét a HPLC-s mddszerrel és az immun-turbidimterids

modszerrel meghatarozott szintek kozotti kiillonbségbdl szamitottuk.

3.2.5 ECHOKARDIOGRAFIA, KAROTISZ RUGALMASSAG (STIFFNESS) MEGHATAROZASA, 24

ORAS VERNYOMAS MONITOROZAS

A sziv transztorakalis ultrahang vizsgélata, valamint a karotisz rugalmassag (stiffness) mérése
Aloka SSD 5500 (Aloka, Aloka Co. Ltd, Tokyo) tipusu késziilékkel 3.5 MHz-es (sziv),
valamint 10MHz-es (karotisz stiffness) transzducerrel tortént. Minden vizsgélatot ugyanabban
az idében (reggel 7.30 és 8.30 kozott), a vér- €s vizeletmintdk, valamint az ABPM késziilék

levétele utdn végeztiink. Minden vizsgalatot ugyanaz a kardiologus végzett, aki el0zetesen



nem ismerte a betegek allapotat. A vizsgélatokat az American Society of Echocardiography
altal kiadott protokoll alapjan végeztiik.

A karotiszok dallapotat az un. echo-tracking mddszerrel vizsgdltuk a jobb oldali karotisz
kommuniszokon. Ennek kivitelezése soran EKG gorbéhez igazitott pulzushulldm-detektélés
és -értékelés tortént, amelybdl a késziilék szamolta ki a tovdbbi paramétereket. A
pulzushulldmok terjedési tulajdonsagai alapjan B-stiffness indexet (), pulzushulldm terjedési
sebességet (PWV), és augmentacids indexet (Aix) mértiink.

A 24-6rds vérnyomads-monitorizalds végzésére ABPM-04 tipusi (Meditech, Meditech Ltd.,
Budapest, Hungary) oszcillometrids elven miikodo késziiléket haszndltunk, ami napkdzben 15
percenként, éjszaka 30 percenként regisztralta a vérnyomas értékeket.

A szdmitott paraméterek (artérids kozépnyomds, hipertenziv iddindex) az ABPM-04

mérémiiszerhez készitett szoftver segitségével hataroztuk meg.

3.2.6 STATISZTIKAI ANALIZIS

Az adatokat atlag és szords, illetve medidn és interkvartilis tartomény segitségével tiintettiik
fel, fiiggben a valtozék normadlis vagy nem normadlis eloszldsatol. A folytonos valtozdk
normadlis eloszldsat eldszor Kolmogorov-Smirnov teszttel elemeztiik, amely utdn a normadlis
eloszlast mutaté adatokat 2 mintds T probdval, ANOVA analizissel, a nem normélis eloszlast
mutaté adatokat Mann Whitney U teszttel hasonlitottuk Ossze. A nem folytonos valtozok
vizsgalatdra Khi- négyzet probat alkalmaztunk. Az Osszefiiggéseket - eloszlastdl fiiggden-
Pearson vagy Spearmann tipusu korreldcidval hataroztuk meg. Tobbvéltozds elemzésre
stepwise tipusu linedris regressziot hasznaltunk. Mdsodik vizsgdlatunkban egyes paraméterek
esetén a csoportok kozott kiillonbségeket HbA .-re, bal kamrai végszisztolés atmérdre és
térfogatra, valamint a bal kamrai ejekcids frakcidra korrigdltuk ,,univariate general linear
model” segitségével. Az analizist SPSS 13.0-as (SPSS Inc, Chicago, IL, USA) szoftverrel

végeztiik, szignifikdnsnak p<0,05 esetén tekintettiik az eredményeket.



4. EREDMENYEK

Elsé vizsgalatunkban a legmagasabb plazma-EO-szintet (19,7 + 9,5 pmol/l) a HT+DM+VE
csoportban taldltuk, amely szignifikdnsan (p=0,046) nagyobb volt - a korral valé korrekcid
utan is-, mint a HT+VE csoportban.

A napi vizelet-EO-iiritésben, valamint az EO-klirenszben a csoportok kozott kiillonbség nem
mutatkozott. A HT+VE csoportban az EO frakciondlt exkrécidja (31,2%) szignifikdnsan
magasabb volt, mint a HT (14,3%) és a HT+DM (11,5%) csoportban.

A csoportok kozott a nappali, valamint az éjszakai szisztolés, diasztolés €s az artérids
kozépnyomads, valamint ezen paraméterek hipertonids idéindexének és diurndlis indexének
tekintetében nem volt kiilonbség. A csoportok atlagos vérnyomds értékei alapjan a betegek
célértékre kezeltek voltak. Az echokardiografia, valamint az érfali merevség paramétereinek

vonatkozdsdban sem taldltunk a csoportok kozott kiillonbséget.

Az Osszes beteget egyiitt vizsgdlva a plazma-EO szignifikdns korrelaciét mutatott szdmos
éjszakai vérnyomds paraméterrel, igy az éjszakai szisztolés (p=0,014), diasztolés (p=0,029),
kozépnyomassal (p=0,009), valamint ezen paraméterek hipertenziv id6 indexeivel is. A EO-
termelés és az éjszakai vérnyomdsértékek kozotti kapcsolat feltehetéen az emelkedett
éjszakai/hajnali szimpatikus ténusb6l adédhat, mivel a reggeli vizelet-katekolamin
(noradrenalin) és EO-szintek korrelaltak (R=0,396, P=0,011).

Az Osszes beteg adatait elemezve szignifikdns kapcsolatot taldltunk a vizelet-EO szintje és
karotiszon mért pulzushullim terjedési sebesség (PWV) valamint a B-stiffness kozott
(P=0,023 és P=0,009).

Az éjszakai artérids kozé€pnyomads fiiggetlen prediktoranak a plazma-EO (p=0,004), a karotisz
artéria B-stiffness prediktordnak pedig a vizelet-EO (p=0,011) bizonyult. Az endogén ouabain
frakciondlt exkrécidja a vesebeteg csoportokban magasabb volt €s értéke korrelaciét mutatott
az éjszakai artérids kozépnyomadssal (R=-0,361; P=0,028), valamint a sziv végszisztolés
(R=0,345; P=0,029) és végdiasztolés (R=0, 356; P=0,024) atmérdjével.

Az EO frakciondlt exkrécidja is szoros Osszefiiggést mutatott a karotisz PWV valamint a -
stiffness értékével a HT+DM csoportban.

A HT+DM+VE csoportban 0Osszefiiggést taldltunk a plazma-EO és a sziv diasztolés

diszfunkcidja (R=-0,665, p=0,036) és valamint tobb éjszakai vérnyomads paraméter kozott.



A vizelet o-tyr szintje a vizsgélt csoportokban nem kiilonbozott szignifikdnsan egymastol,
azonban a plazma o-tyr szint szignifikinsan magasabb volt a HT+DM+VE és a HT+VE
csoportban, mint a HT csoportban (P=0,028 és P=0,04). A plazma o-tyr szintje a —
vesefunkcios értékekkel mutatott negativ 0sszefiiggésének kivételével — nem mutatott jelentds
Osszefiiggést az EO-plazmaszintekkel sem az 6sszpopuldciéban, sem a csoportokban. Az o-tyr

plazma- €s vizeletszintje a vizsgélt kardiovaszkuldris paraméterrel nem mutatott 6sszefliggést.

Masodik vizsgalatunkban azt taldltuk, hogy a plazma- és vizelet EO szintjei a MONO- és a
DUAL csoportban nem kiilonboznek szignifikdnsan egymastél. A betegek kardiovaszkuldris
paraméterei néhdny echokardiografiai paraméter kivételével - ejekcids frakcid, végszisztolés
atméro és térfogat - nem kiillonboztek a két csoportban. A laboratériumi értékekben - a pro-

BNP kivételével - szintén nem taldltunk kiilonbséget a két csoport kozott.

A plazma-EO szintje korreldlt szdmos ¢€jszakai vérnyomds paraméterrel, igy a szisztolés
vérnyomdssal (R=0,512, P=0,049), vagy az artérids kozépnyomadssal (R=0,541 P=0,038) a
MONO-csoportban. Szintén csak a MONO-csoportban a vizelet-EO a karotiszon mért
pulzushullam terjedési sebességgel (R=0,621 P=0,005) és a B-stiffness (R=0,681 P=0,001)
értékével mutatott szignifikdns Osszefiiggést. A DUAL-csoportban ezeket a korrelacidkat nem
taldltuk meg.

A kiilonboz6é modszerekkel torténd vizelet albumin meghatdrozasok soran azt taldltuk, hogy a
nem immunreaktiv albumin szoros Osszefiiggést mutatott a sziv diasztolés diszfunkcidjaval
(R=-0,492 P=0,028), a diasztolés vérnyomds diurndlis index-el (R=-0,540 P=0,014) a
MONO-csoportban, ellenben a kettds RAS-gitloval kezelt betegek kozott a nem

immunreaktiv vizeletalbumin csak a plazma-EO-val (p=0,014) korrelélt.

5. MEGBESZELES ES KONKLUZIOK

Az EO és a vérnyomadsértékek oOsszefiliggése mar régoéta ismert kezeletlen hipertonids
betegeken végzett vizsgilatokbodl, kezelt hipertonids betegeken azonban nem ismertek adatok
az EO-szintek és a kardiovaszkuldris &llapot mutatéinak kapcsolatardl. A vizsgdlat
lefolytatdsakor torekedtiink arra, hogy az EO-mintavételek és a vizsgalatok (echokardiogréfia,
ABPM, artériés stiffness meghatdrozasa) azonos idOpontban, rovid idon beliil (reggel 7.30-

8.30 kozott), azonos koriilmények kozott megtorténjenek. Igy egyrészrol kikiiszoboltik az
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eddig nem ismert cirkadidn ritmusbdl adodé eltéréseket, masrészrél képet kaptunk a reggeli
kardiovaszkularis allapotrdl, amely kiilondsen jelentds idOszak az akut sziv- és érrendszeri
torténések szempontjabol. Elsé vizsgdlatunkban a legmagasabb plazma-EO-szintet a
HT+DM+VE csoportban mértiink, amely nem meglepd, hiszen a korabbi irodalmi adatok is
azt sugalltdk, hogy a tarsbetegségek szamanak novekedésével az EO szintje is potencidlisan
egyiitt emelkedik. [rodalmi adatok szerint az ugyanezen metodikdval mért plazma-EO szintje
egészséges embereken 9-12 pmol/l kozott mozgott. Vizsgdlatunkban ennek &dtlagos szintje
14,7 £ 5,7 pmol/l volt, annak ellenére, hogy a betegek RAS-ra hat6 és B-blokkolé gydgyszert
szedtek, amelyek csokkentik az EO-termelést. Az EO plazmaszintje vizsgalatunkban
alacsonyabb volt, mint mdas vizsgdlatokban, azonban a kapott eredmények nehezen
hasonlithat6ak 0ssze az eltérd tipust ellenanyagok és metodika miatt.

Eredményeink alapjan a plazma-EO szintje szoros 0sszefiiggést mutat az éjszakai vérnyomas-
paraméterekkel, 1igy felmeril a szerepe a magasabb ¢éjszakai  vérnyomads
kialakulasédban/fenntartaséban.

Az EO frakciondlt exkrécidja a veseelégtelen csoportokban magasabb volt, mint a nem
vesebeteg csoportokban; az EO frakcionélt exkrécidja azonban minden csoportban 1ényegesen
nagyobb volt, mint amennyit egy kordbbi vizsgélatban, egészséges férfiakban taldltak (11,5-
31,2 versus 2%). Ez felveti a lehet0ségét annak, hogy a vese nagy szerepet jatszik az EO
szintjének szabdlyozasiban.

Az EO szerepet jatszik a magasvérnyomds kialakitdsdban azéltal, hogy noveli a szimpatikus
tonust, direkt pro-hipertrofikus hatdst fejt ki a szivizomzaton €s az erek simaizomzatdn,
valamint kardiomiopatiat okoz kisérletes koriilmények kozott.

Vizsgilatunkban a reggeli noradrenalin szintje pozitiv Osszefiiggést mutatott a vizelet-EO-
szintjével, amely megerdsiti a feltevést, amely szerint az EO hatdsa a szimpatikus ténus
befolydsoldsa 4ltal is érvényesiil. Egy végstddiumui vesebetegek korében végzett korabbi
vizsgalatban a plazma-EO-szint €s szdmos bal kamrai paraméter dsszefiiggést mutatott. Jelen
vizsgdlatunkban a HT+DM+VE csoport plazma-EO-szintje és a bal kamra diasztolés
diszfunkcidja kozott taldltunk szignifikdns kapcsolatot, amely megerdsiti azon feltételezést,
hogy az EO hozzdjarul a kardidlis hipertréfia kialakuldsdhoz vesebetegekben.

Az endogén digitdlisszerli anyagok hatdsa hosszabb tdvon érfali merevséget okoz, amely
magyarazhatja a vizsgdlatunkban talalt Osszefiiggést az EO szintek és a karotiszokon mért
érfali merevség kozott. Az EO megvaltozott kivalasztasa az érfali merevség kialakulasaban
szerepet jatszik, ugyanis a tobbvéltozds elemzésben a karotisz B-stiffness fiiggetlen prediktora

lett. Ez egy Gjabb komponens lehet a csokkent vesefunkcio €s az artérids stiffness kialakuldsa
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kozott. Eredményeink alapjan az EO szintje jol haszndlhaté markere hiperténidban szenvedd

betegeknél a célszervkarosodds mértékének megéllapitaséra.

Az irodalomban szdmos tanulmédny szdmol be szignifikdns Osszefiiggésekrdl az oxidativ
stressz markerek szintjei, valamint a kiilonbozé kardiovaszkuldris paraméterek kozott.
Mindezek mellett az is ismert, hogy bizonyos gydgyszerek, mint az ARB-k, az alfa- és béta-
receptor-blokkoldk csokkentik az oxidativ markerek szintjét hipertonids egyénekben.

Mivel az endogén digitdliszok hatdssal vannak a sejten beliili szabad gyokok képzdodésére,
ezek alapjan azt feltételeztiik, hogy az EO és a hidroxil szabadgyok-marker (o-tyr) szintje is
Osszefiiggést mutat. Eredményeink szerint nem taldltunk kapcsolatot a plazma és vizelet o-tyr
szintje és az EO-szintek kozott sem az Osszpopuldcidban, sem a tobbi csoportban. Egy
korédbbi vizsgalatunkban szignifikdnsan magasabb vizelet o-tyr-szintet mértiink diabetészes és
vesebetegek korében, mint egészséges kontrollokban, azonban az o-tyr szintjeinek
Osszefiiggéseit a kiilonb6zo kardiovaszkularis paraméterekkel nem vizsgéltdk. Jelen
vizsgalatunkban nem taldltunk direkt Osszefiiggést az o-tyr és a vérnyomads-paraméterek,
valamint a kardiovaszkularis karosoddsok egyéb paraméterei kozott sem az dsszpopuldcidban,
sem a csoportokban. A plazma-o-tyr szintje vizsgdlatunkban kizardlag a vesefunkcidval
mutatott 0sszefiiggést, ami aldtdmasztja kordbbi feltételezésiinket, amely szerint az o-tyr szint
egyik f6 reguldtora lehet a vese. Az EO és az oxidativ stressz marker, o-tyr kozotti direkt
Osszefiiggés hidnydnak oka, hogy az o-tyr plazmaszintjét nagy valészintiséggel a vesefunkcio,

a betegek kezelése €s bizonyos csoportokban a diabétesz mellitusz megléte is befolyasolhatta.

A RAS blokkolodkat évtizedek ota hasznaljak mind anti-hipertenziv hatasuk, mind a célszerv-
karosodast csokkentd hatdsuk miatt. Tobb multicentrikus, randomizalt vizsgdlat elemezte, a
kettds RAS-gatlas esetleges kedvezdbb hatdsait a kardiovaszkularis mortalitdsra, morbiditasra
és a célszerv-kdrosoddasok csokkentésére az egyszeres RAS-gitldssal szemben. Hasonld
felmérést végeztink masodik vizsgalatunkban, ahol a kombinaciés (DUAL) és nem
kombindciés (MONO) RAS-gétlas hatdsat vizsgélatuk tobb éve kezelt hipertonids betegeken,
olyan paraméterekre (EO, nem-immunreaktiv vizeletalbumin) is fokuszdlva, amelyekrol
ezidaig kevés informdacioval rendelkeztiink.

Az EO szintje, amely egy Uj marker a kardiovaszkuldris dllapot meghatdrozasaban, a két
csoportban nem kiilonbozott. Az EO szintje 0sszefiiggést az éjszakai vérnyomas értékekkel és
az érfali merevséggel csak a MONO-csoportban mutatott.

A bal kamrai paraméterek és az ejekcids frakcié azonban szignifikdnsan jobbnak bizonyult a
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DUAL-csoportban, mint a MONO-ban, valamint a pro-BNP-szint a DUAL-gatlds hatdséara
szignifikdnsan alacsonyabb volt, amely jobb kardidlis kimenetelre utalhat. Az
echokardiografias eltérések feltételezésiink szerint nem magyardzhatéak az eltér6 szimpatikus
aktivitdssal, valamint ennek a gatldsaval, mivel a vizelet-katekolamin szintje, valamint a [
blokkol6 hasznélat gyakorisag a két csoportban hasonl6 volt. Jelen megfigyelésiink - a csak
MONO-csoportban taldlt korrelaciokra alapozva - azt sejteti, hogy habar az EO szintje nem
csokken jobban DUAL-gatlds hatdsara, azonban valdszinlileg csokkenti azon intracellularis
utak aktivitasat, amelyek szivizomzat hipertréfiat okoznak. Bar a kettés RAS-gétlast az érfali
rugalmassdg megorzése szempontjabdl hatékonyabbnak gondolhatndnk, mint az egyszeres
gatlast, az irodalmi adatok alapjan azonban a kardiovaszkularis mortalitisban nem lathat6

elony.

A vizeletalbumin-iirités pontos meghatdrozdsa fontos szdmos betegség kezelésében. A
vizelet-albuminnak két formdja ismert, amelyeket immunoldgia mddszerekkel valéd
kimutathatésaguk alapjan immunreaktiv és nem immunreaktiv albumincsoportra oszthatunk.
Az 1n. 6sszes (immun-reaktiv és nem immunreaktiv egyiitt) albumin legpontosabban HPLC-
vel hatdrozhaté meg. Szdmos, a klinikumban hasznélt metodikaval (RIA, IN, IT) csak az
immunreaktiv forma hatdrozhaté meg. Vizsgalatunkban mindkét albumin mennyiségét és
azok korreldcidit elemeztik MONO és DUAL RAS-gatl6 kezelésben részesiilo betegek
korében. Mivel a kettds blokad hatdsat az immunreaktiv albuminszintre mar ismerjiik, igy az
eddig kevésbé vizsgélt nem immunreaktiv albuminra 6sszpontositottunk.

Eredményeink azt mutattdk, hogy a vizeletalbumin szintje magasabb volt a HPLC-s
modszerrel mérve, mint immun-turbidimetridval és a HPLC-vel meghatdrozott szintje
korreldlt szdmos kardiovaszkularis paraméterrel (vérnyomds és diasztolés diszfunkcid) a
MONO-csoportban; mig a DUAL-csoportban csak a plazma-EO szintje korreldlt a totdl és a
nem immunreaktiv albuminnal. Az immunreaktiv vizelet-albuminnal egyik paraméter sem
mutatott Osszefiiggést. Vizsgdlatunkban a vizeletalbumin szintje a normadlis tartomdnyban
volt, ami azt mutatja, hogy a betegek kezelése megfeleld volt, azonban az iiriil6 Osszes
albumin nagyobb része nem immunreaktiv formdban tdvozott. A nem immunreaktiv albumin

természete és képzddése azonban napjainkban sem ismert pontosan.
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TEZISEK

1. Az EO-szint j6l hasznalhat6 markere a kardiovaszkuldris karosoddsnak kezelt
hipertonids, illetve tarsbetegséggel rendelkezd hipertonids betegekben.

2. Az EO plazmaszintje a tarsbetegségekkel (diabétesz mellitus és vesebetegség)
rendelkez06 hipertonidsokban magasabb.

3. Az EO szintje korreldl az érfali merevség mértékével.

4. Az EO jol korreldl az éjszakai magas vérnyomdssal, feltehetdleg a szimpatikus
idegrendszer aktivitdsanak fokozasan keresztiil.

5. A hidroxil szabadgyok-marker o-tyr nem mutat dsszefiiggést az EO-szintekkel kezelt
hipertonidsokban.

6. Az o-tyr plazmaszintjének egyik {6 regulatora a vese.

7. Az EO plazma- és vizeletszintje nem csokkenthetd jobban az ACE-gatl6 mellé adagolt

ARB-vel.
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Abbreviations

ABPM: ambulatory blood pressure monitoring
ACE-inhibitor: angiotensin-converting enzyme inhibitor
ACTH: adrenocorticotrop hormone

Aix: augmentation index

ARB: angiotensin receptor blocker

AT II: angiotensin II

CKD: chronic kidney disease

DM: diabetes mellitus

DUAL.: patients treated with dual RAAS blockers
EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid

EO: endogenous ouabain

ERK: extracellular signal-regulated kinase
HPLC: high performace liquid chromatography
HT: hypertension

MONO: patients treated with ACE inhibitors
Pro-BNP: pro-brain type natriuretic peptide
PWYV: pulse wave velocity

RAS: renin-angiotensin-system

RIA: radio-immunoassay
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Introduction

The clinical effects of digitalis have been known for more than two centuries in the treatment
of congestive heart failure. The investigation and function of the sodium- potassium pump
(Na/K ATP-ase) had a great role in appraisal of the pathomechanism of digitalis. It was
suspected earlier that an endogen factor modifies the activity of Na/K ATP-ase in the salt-
dependent hypertension and fluid-expansion conditions. In 1990s, many investigators have
reported extraction of a material from blood and other tissue sources similar to ouabain, and
its chemical structure is similar to digitalis. This introduction and thesis aimed to give a short
overview about endogenous digitalis like factors, especially endogenous ouabain, and its role

in human diseases.

1.1. Effect of endogenous ouabain

For twenty years endogenous ouabain (EO) is known as a physiologic regulator of the activity
of sodium/potassium pump (Na*/K* ATPase) which blocking increases intracellular calcium
level by the activation of the sodium-calcium exchanger. The increased concentration of
intracellular calcium causes an enhanced contraction in the heart muscle and vasoconstriction
in the vascular system. Beyond the classical effects of EO, the digitalis-like factors have
genomic effects inducing hypertrophy in myocardial and vascular smooth muscle cells due to
the activation of numerous known intracellular signaling pathways. This activation results in
hypertension and rigidity of arterial wall. The background of cardiovascular damage in
diabetes mellitus and chronic kidney disease are not entirely known, the role of EO in
pathogenesis of this process is also suggested. Previous studies have shown that EO is mostly
produced in the adrenal cortex due to the increased level of adrenocorticotrop hormone
(ACTH) and angiotensin II (AT II), and in addition to sympathetic activation and salt-
dependent fluid expansion. During physical exercise, the level of EO was increased for a short
time in both human and dogs; this increase could be reduced by previously receiving beta-
blockers and angiotensin converting enzyme inhibitor (ACE-I). Based on this observation, the
roles of sympathetic nervous system activation and renin-angiotensin-system (RAS) are
suggested in the development of enhanced EO secretion. Level of EO was significantly
increased in untreated patients with hypertension and normotensive offspring of hypertensive

patients. The level of EO was also raised in patients with primary hyperaldosteronism,
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Cushing disease, chronic renal failure, congestive heart failure compared to the controls.
There is little information about correlation between the levels of plasma, urinary EO and the
parameters of a complex cardiovascular examination in treated human hypertensives with
comorbidities (diabetes mellitus, chronic kidney disease). Besides this, we have not found
literature data about relations between levels of EO and markers of early vascular damage
(arterial stiffness) nevertheless these relations are underlined by experimental data.

The level of EO is elevated in patients with untreated hypertension, but the levels of EO in
treated hypertensives, and their associations with different cardiovascular parameters is not
known. Endogenous ouabain enhances some intracellular signaling pathways, especially ERK
1/2 pathway, which closely associates with oxidative stress. This process may damage the
vasculature, which produces atherosclerosis and high blood pressure. In the progression of
worsen outcome of hypertension, diabetes mellitus and renal disease have a major role of the
enhanced production of free radical, so that the measurement of this marker is important in
the detection of complications of these diseases. Oxidative marker, especially the production
of hydroxyl free radical modified amino acid (ortho-tyrosine) is high-quality marker of this
process. The EO stimulated oxidative intracellular pathways are known, however there are no
information about the correlation between the EO secretion and oxidative markers in human.
According to earlier studies the elevated EO level due to the physical movement were blocked
with administration of ACE inhibitor and B-blockers. Effect of ACE inhibitors is known, but
additive effect of further AT receptor blockers on EO secretion is not identified yet in human.
The additive effect of AT II inhibitor added to the ACE inhibitor therapy (dual RAS
blockade) in context to the reduction of EO secretion is not known in human. Results of mono
and dual RAS blockade on urinary albumin excretion is well known in human, but the
immuno-unreactive urinary albumin and its correlations with cardiovascular status were not

studied earlier.

2. Aims
2.1. Levels of plasma and urinary endogenous ouabain in different study groups, and its

relations with cardiovascular markers
¢ Aims of the study were to measure the concentration of plasma and urinary EO in only

hypertensive patients and hypertensives with other diseases (type 2 diabetes mellitus,

chronic renal disease). As well as we studied correlation of the measured EO levels
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and diastolic dysfunction of the patients’ heart, and arterial rigidity, which often
correlates with these conditions.

e We also studied the relations between the concentrations of plasma, urinary ortho-
tyrosine -which are relevant markers of production of hydroxyl free radicals- and EO

levels.

2.2 Effects of Mono and dual RAS blockade on cardiovascular parameters, especially on

levels of EO and urinary albumins

¢ In another study we hypothezed that EO production is reduced if the patients are
treated with dual (ACE-I and AT II inhibitor) RAS blockers compared with mono
RAS blockers (only ACE inhibitor, which has proved reducing effect on the EO
production), and we examined their relating effect on the patients’ cardiovascular
parameters.

e QOur aims were to look for correlations between the levels of EO, urinary albumin and

cardiovascular parameters in the two groups.

3. Patients and methods
3.1 Patients

In our first cross-sectional clinical study 41 treated, adult patients were investigated, who
were divided into 4 groups: (1) group of primary hypertensive, non-diabetic patients without
chronic kidney disease (HT, N=10); (2) group of hypertensive patients with type 2 diabetes
mellitus (HT+DM, N=11); (3) group of hypertensive patients with type 2 diabetes mellitus
and chronic kidney disease (HT+DM+CKD, N=10); (4) group of hypertensive patients with
chronic kidney disease (HT+CKD, N=10).

In another cross-sectional clinical study 35 adult, hypertensive patients with mild and
moderate renal failure were investigated. Retrospectively, these patients received either
mono- or dual blockade of the RAS. In the MONO-group patients were treated with ACE
inhibitor, (N=20); in the DUAL-group patients were treated with ACE inhibitor plus ARB,
(N=15) for more than 2 years (median 2.6 years).
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3.2 Methods
Most of the laboratory and other cardiovascular methods were similar in the two clinical

studies, thus the description of methods are summarized below in an integrated form.

3.2.1. Plasma and urinary endogenous ouabain determination

From all patients 6 ml blood was collected from cubital vein into EDTA tubes between 7-8
a.m. after at least 40 minutes strict supine position. Then tubes were centrifuged with 3000xg
within 10 minutes, and plasma was separated and transferred into plastic tubes and stored at -
20°C until assayed. Ten milliliters of urinary samples were taken out of 24-h collected urine
and were stored at -20°C. Plasma and urinary EO levels were determined by
radioimmunoassay (RIA) with Ouabain 1251 RIA kit (Biotop OY, Medipolis Center, Oulu,

Finland). All samples were measured in duplicates.

Urinary catecholamine and serum pro-BNP measurements
The morning urinary catecholamines (epinephrine, norepinephrine and dopamine) were
measured by BIO-RAD Clinical HPLC System (BIO-RAD Laboratories, Inc., France).

Briefly, the acidified urinary samples were prepared by Analytical Micro-Guard™

Cartridges
and 20ul prepared samples were analyzed by HPLC with Model 1340C Electrochemical
Detector (at 0.55mV). Urinary catecholamine/ creatinine (assessed by Jaffe methods) ratios
were calculated. The results were corrected with urinary creatitine.

Serum pro-BNP levels were measured on fully automatized (Elecsys™ 2010) system (Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany), which is an electrochemiluminescent sandwich

immunoassay using two polyclonal antibodies directed at the NTpBNP molecule.

O-tyrosine measurement
Briefly, from the 24-hour collected urine or freshly obtained fasting heparinized plasma
samples, aliquots of 250 uL were taken and handled on ice. One hundred and twenty-five
microliters of 60% trichloroacetic acid was added to the samples, vortexed, and incubated 30
minutes on ice to precipitate protein content. To remove the precipitate, samples were then
centrifuged at 15,000 rpm for 10 minutes in Eppendorf tubes. The supernatant was filtered
through a 0.2 um syringe filter (Millipore, Billerica, MA, USA), and 20 pL was injected into
the manual injector of the high-performance liquid chromatography (HPLC) device.

The analysis was performed using a Shimadzu Class LC-10 ADVP HPLC system
(Shimadzu USA Manufacturing, Inc., Canby, OR, USA) equipped with a Shimadzu RF-10
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AXL fluorescent detector (Shimadzu USA Manufacturing, Inc.). The amino acids (p-, m-, o-
Tyr, Phe) were measured upon their autofluorescence, the Tyr isoforms at 275 nm excitation
and 305 nm emission wavelengths, while Phe at 258 nm excitation and 288 nm emission
wavelengths. The analysis was performed using a Licrospher C-18 ODS column, in an
isocratic run using an aqueous solution of 1% acetic acid and 1% sodium-acetate as the
mobile phase. External standard calibration and measurement of areas under the curve were

used to calculate the exact concentrations of the investigated amino acids.

Urinary microalbumin measurements
Twenty-four hours collected urine samples were vortexed and centrifuged (10 min, 2500xg).
Supernatants were divided into two portions. One portion was used to detect urinary albumin
concentration by immunoturbidimetry using a Roche/Hitachi 812 Modular P analyser
(sensitivity: 3 mg/l, intra-assay precision 1.3% and 1.7%, inter-assay precision 4.3% and 2.6%
respectively, linearity: 3-3000 mg/l, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). The
other portion was used for high performance liquid chromatography (HPLC) analysis
straightaway or in a few days (after storage at -20°C). For HPLC measurements the FDA
approved Accumin™ kit (Accumin Diagnostics Inc., New York, NY, USA) was used.
Amount of immuno-unreactive albumin was calculated as the difference of HPLC and

immunoturbidimetry measured urinary albumin.

Echocardiography, echo-tracking examination of arterial stiffness and ABPM

Echocardiograms were recorded with an Aloka SSD 5500 (Aloka, Aloka Co. Ltd, Tokyo)
ultrasound imaging system equipped with a 3.5 MHz transducer. All patients were assessed
by the same cardiologist and examined within one hour (between 7.30-8.30 a.m.) after EO
samples collecting and ABPM taking off. Before echocardiography and echo-tracking all
patients were supine position at least for 5 minutes. Operators were blinded to the status of the
patients. The measurements of echocardiography were assessed according to the American
Society of Echocardiography guidelines. Arterial stiffness parameters as the B stiffness index
(B), pulse wave velocity (PWV), and augmentation index (Aix) were assessed by the
characteristics of pulse wave intensity using echo-tracking system (Aloka SSD-5500, Aloka
Co. Ltd, Tokyo) with a 10 MHz linear array probe. We used the right common carotid arterial
diameter change waveforms to obtain pressure waveforms noninvasively. The peak and

bottom values of a diameter change waveform were calibrated using systolic and diastolic
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pressure measured with a cuff-type manometer applied to the upper arm, and the diameter
change waveform was used as a blood pressure waveform.

The ambulatory blood pressure monitoring was done with ABPM-04 (Meditech, Meditech
Ltd., Budapest, Hungary) based on validated oscillometric technique. During a 24-h
monitoring period the blood pressure was registered in 15 minute intervals in daytime (8 a.m.
to 10 p.m.) and 30 minute intervals during nighttime (10 p.m. to 8 a.m.). The results (mean
arterial blood pressure, hypertensive time index) of blood pressure monitoring were analyzed

by the proprietary software of ABPM-04.

Statistical analyses

The data are expressed as mean values t* standard deviation, or as median values and
interquartile range depending on the distribution. Distribution of the variables was analyzed
using Kolmogorov-Smirnov test. Normally distributed variables were compared using two
samples T-test, while non-normal distributed variables were compared with Mann Whitney U
test. Pro-BNP levels were normalized by a logarithmic transformation in order to depict
correlations with pro-BNP. Difference of parameters groups was analyzed with univariate
general linear model, adjusted for age or age, HbA,.,, LVESD, LVESV, and ejection fraction
of heart. The non-continuous parameters were analyzed by y 2_test. The correlations between
variables were analyzed using Pearson’s (in cases of normally distributed variables) and
Spearmann’s (non-normally distributed variables) correlations. The statistical analyses were
made by SPSS 13.0 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA) and two tailed P value of <0.05 was

considered statistically significant.

1.1.1. Results

In our first study the highest level of plasma endogenous ouabain (19.7 £ 9.5 pmol/l) was
measured in hypertensive patients with diabetes mellitus and chronic kidney disease, which
was significantly higher than in HT+CKD group (after adjusting for age). The level of urinary
EO and EO clearance did not show significant difference between the groups.

The EO clearance in HT group (31.2%) was significantly higher in the HT (14.3%) and
HT+DM (11.5%) groups. There were no differences between groups in daytime, nighttime
systolic, diastolic, mean arterial blood pressure and their hypertensive time index as well as

diurnal index. According to the mean blood pressures of the groups, the patients were well-
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treated in this study. The mean parameters of echocardiography and echo-tracking arterial

stiffness were not shown differences between groups.

Plasma level of EO showed several significant correlations mainly with parameters of the
nighttime blood pressure as nighttime systolic (p=0.014), diastolic (p=0.029), mean arterial
blood pressure (p=0.009) and their hypertensive time indicis in the whole population.
Relationship between these parameters may due to the increased nighttime/morning
sympathetic tone because the levels of urinary catecholamines (norepinephrine) correlated
with EO level (R=0.396, p=0.011). In the analysis of data of whole population we found some
significant association between the level of urinary EO and carotid artery PWV (p=0.023) and
B-stiffness (p=0.009).

The nighttime mean arterial blood pressure independently correlated with the level of plasma
endogenous ouabain (p=0.004), while independent predictor of the [-stiffness of carotid
artery was the urinary endogenous ouabain (p=0.011).

Fractional excretion of EO was higher in HT+DM+CKD and HT+CKD groups than other
groups, and grade of fractional excretion showed significant correlation with nighttime mean
arterial blood pressure (R=-0.361, p=0.029) as well as the end-systolic (R=0.345, p=0.029)
and diastolic (R=0.356, p=0.024) diameters of the heart.

The fractional excretion of EO also showed close relations with pulse wave velocity and 3-
stiffness of carotid artery in the HT+DM group.

In the HT+DM+CKD group the plasma EO and diastolic dysfunction of the heart (R=-0.665,
p=0.036), as well as some nighttime blood pressure parameters were associated.

The urinary level of o-tyr is not differed in groups, but the level of plasma o-tyr was
significantly higher the in the HT+DM+CKD and HT+CKD groups than HT group (p=0.028
and p=0.04, respectively). We have not found correlations between plasma o-tyr and markers
of cardiovascular disease in the whole population or in the groups. Levels of o-tyr did not
show any correlations with levels of EO. Level of o-tyr correlated with the markers of renal

function only.

In our second study we have found that the long-term dual RAS blockade did not reduce
more the levels of urinary and plasma EO, compared to the mono RAS blockade. In the
cardiovascular parameters the groups were not different, except of some echocardiographic

parameters (ejection fraction of heart, end-systolic diameter and volume).
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We have found difference between the pro-BNP levels of the groups only.

The plasma level of EO correlated with some nighttime blood pressure values, as systolic
(R=0.512, p=0.049) or mean arterial blood pressure (R=0.541, p=0.038) in the MONO-group.
Also, the urinary EO level associated with pulse wave velocity (R=0.621, p=0.005) and [3-
stiffness (R=0.681, p=0.001) of carotid artery in the MONO-group. In the DUAL-group, these
correlations were not found.

Regarding the urinary albumins we have explored that the immuno-unreactive urinary
albumin correlated with diastolic dysfunction marker of the heart (R=-0.492, p=0.028),
diurnal index of diastolic blood pressure (R=-0.540, p=0.014) in the MONO-group; however
the immuno-unreactive albumin correlated with only the level of plasma EO (p=0.014) in the

DUAL-group.

1.1.2. Discussion

Association of EO levels and blood pressure parameters have known for a long time in
untreated hypertensives, but the relationships of EO levels with the parameters of a complex
cardiovascular measurement in treated patients with hypertension are not studied.

In our study the samples collection, echocardiography, and echo-tracking measurements were
completed in a short time (between 7.30 - 8.30 a.m.). Thus, we tried to eliminate the
inaccuracy from the circadian variation of EO (which is not known), and so the levels of
plasma EO strongly mirror the patient’s current (night and early morning) cardiovascular
status. The pathophysiological abnormalities of this period especially nighttime and morning
hypertension are major risk factors for acute cardiovascular diseases.

In our first study the level of EO was highest in HT+DM+CKD group. This result is in
agreement with results of earlier investigations which suggest that more comorbidities
potentially associate with higher level of EO.

The level of plasma EO in healthy individuals was 9-12 pmol/L, assessed previously by the
same method as we used in hypertensives. In our study the average level of plasma EO was
14.7 £ 5.7 pmol/L, nevertheless our patients were treated with RAAS blockers and/or -
blockers. In our study the levels of EO was lower than in some studies in literature using
other immunoassay methods which are not comparable with our results because of using

different antibody and methods.
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According to our results the level of endogenous ouabain associated with nighttime blood
pressures suggesting possible role of endogenous ouabain in the pathogenesis of impaired
diurnal rhythm of blood pressure and nighttime blood pressure.

Fractional excretion of EO was significantly higher in groups including patients with chronic
kidney diseases than others. The EO fractional excretion is less than 2% in healthy men and in
our patients with hypertension its levels were 11.5 — 31.2 %. This observation may underline
the role of kidney in regulation of EO level.

Endogenous ouabain may therefore take part in the development of hypertension through
increased sympathetic tone, direct prohypertrophic effects on myocytes of heart and arteries.
These processes can lead to cardiac hypertrophy in vivo. This thesis is emphasized with our
results in which the level of EO associates with urinary catecholamine level.

In our study we have found association between left ventricular diastolic dysfunction (E/A)
and level of plasma EO in HT+DM+CKD group. Similar correlation was proved within
patients with end stage kidney disease suggesting that the prolonged elevated level of plasma
EO may have a role in the development of ventricular hypertrophy.

Long-time effects of endogenous digitalis like factors contribute to the arterial rigidity, which
explains the correlation of EO levels and arterial stiffness markers in our study.

Changed excretion of EO play role in the formation of arterial stiffness, because of the
independent predictor of carotid artery B-stiffness was urinary EO in the whole population.
This could be a new component between the decreased renal function and arterial stiffness.
According to our results, the level of EO is a useful marker for the prediction of the severity
of subclinical organ damage in patients with hypertension.

In the literature some studies found significant correlations between oxidative stress
markers and cardiovascular parameters. However, it also known that several medications (e.g.
AT II receptor blocker, alpha and beta-blocker) decrease the levels of oxidative markers in
hypertensive patients. The endogenous digitalis like factors regulate the intracellular free
radical production so we supposed that EO levels and hydroxyl free radical material (o-tyr)
also correlates with together. In our investigation we have not found any correlation between
the levels plasma and urinary o-tyr and EO neither in the whole population, nor in the groups.
In a previous study the level of urinary o-tyr was higher in the patients with diabetes mellitus
and kidney disease than in healthy controls. In this study the relations between o-tyr level and
cardiovascular markers were not assessed. In our analysis of data we did not find direct
relationship between the levels plasma and urinary o-tyr and blood pressure as well as

echocardiographic, stiffness markers of patients neither in the whole population, nor in the
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groups. Plasma o-tyr showed correlation with renal function only, which underlines our
earlier hypothesis that the main regulator of o-tyr may be the kidney. We could not detect a
direct correlation between level of EO and marker of oxidative stress. The explanation of this
missing association may be due to renal excretion of o-tyr and to the treatment of the patients

and the presence of diabetes (in some groups).

The therapy with RAS blocking drugs have been used for some decades to reduce the blood
pressure, grade of albuminuria and other clinical and subclinical organ damage. Several
multicenter, randomized studies proved that beneficial effects of dual RAS blockade on
cardiovascular morbidity, mortality and severity of the subclinical organ damage opposite to
the mono RAS blockade. In our second study we also compare the results of long-term mono
and dual RAS blockade on cardiovascular markers, especially focus on immuno-unreactive
urinary albumin and levels of EO. Level of plasma and urinary EO (as a new marker in the
assessment of cardiovascular status) were similar in the two groups. Level of EO correlated
with nighttime blood pressure as well arterial stiffness parameters in the MONO-group only.

We have found no difference between the two groups in regarding blood pressure and arterial
stiffness parameters. Left ventricular status and ejection fraction significantly better in the
DUAL-group than in the MONO-group, the level of pro-BNP was significantly lower in the
dual-group, which can refer a enhanced cardiac outcome. The differences between
echocardiographic parameters could be not explained by different sympathetic activity and its
suppressions because the excreted levels of catecholamine and [-blocker therapy were
similar. Our observation may suggest that although the dual blockade did not lead to lower
levels of EO, but may decrease the intracellular pathway activity which leads to ventricular
remodelling. One may suppose, that dual RAS blockade is more effective, than mono
blockade to preserve lower stiffness of arteries, but according to the literature dual RAS
blockade compared to the mono blockade does not decrease the risk of cardiovascular

mortality.

Exact detection of urinary albumin is important for the appropriate treatment in several
diseases. Based on the different measurement methods, urinary albumin exists in
immunoreactive and immuno-unreactive form. The recently developed high performance
liquid chromatography (HPLC) assay measures the total (immunoreactive plus immuno-
unreactive) urinary albumin, whereas the conventional immuno-based methods

(radioimmunoassay, immunoturbidimetry, immunonephelometry) measure immunoreactive
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albumin only. In our other study we measured the level of both type urinary albumin and their
correlations in patients with use of mono and dual RAS blockers. Some previously published
studies show significant associations between the level of urinary immunoreactive albumin
and markers of cardiovascular diseases, but there is little information about the level of
urinary immuno-unreactive albumin.

Our main findings of assessment were that the level of urinary albumin was higher assessing
by HPLC than immunoturbidimetry and the cardiovascular parameters (blood pressure
parameters, diastolic dysfunction of heart) correlated with the grade of albuminuria
determined by HPLC in the MONO-group, but in the DUAL-group EO was the only one,
which correlated with the urinary total and immune-unreactive albumins. None of these
parameters correlated with the immunoreactive urinary albumin.

In our study the urinary level of albumin was in the near normalbuminuric range which shows
that the therapy of patients was appropriate and the greater part of total excreted urinary
albumin remained immuno-unreactive. The exact nature and formation of immuno-unreactive

albumin is not known.
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L1ST OF PHD THESIS

1. Measurement of EO levels is useful markers of the damage of cardiovascular status in
treated hypertensives, and in hypertensives with comorbidity.

2. Level of plasma EO is higher in hypertensives with comorbidity (diabetes mellitus and
renal failure)

3. Level of EO is correlated with arterial stiffness parameters.

4. Level of EO correlates with nighttime blood pressure, possibly across by increased
sympathetic activity.

5. The hydroxyl free radical marker, o-tyr is not associated with levels of EO in patients with
treated hypertension.

6. Kidney is the main regulator of the plasma level of o-tyr.

7. ARBs with ACE-inhibitors (DUAL RAS blockade) do not decrease more the levels of

plasma and urinary of EO than ACE-inhibitors alone.
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