Streszczenie pracy doktorskiej lek. Anny Furman-Niedziejko pt. ,,Ocena zwigzku miedzy
stezeniem NT-proBNP w surowicy a polimorfizmami genow dla prekursora NT-proBNP
i jego receptorow u chorych z przewleklq niewydolnosciq serca i obecnym zespotem
metabolicznym”

Wprowadzenie

Przewlekta niewydolno$¢ serca oraz zesp6t metaboliczny, bedacy zbiorem czynnikow
ryzyka sercowo-naczyniowego, stanowig narastajagcy problem zdrowotny w krajach
rozwinigtych. Wytyczne ESC z 2016 roku przypisuja istotne znaczenie oznaczaniu st¢zenia
peptydoéw natriuretycznych (BNP lub NT-proBNP) w potwierdzeniu niewydolnosci serca o
nieostrym poczatku objawéw. Badania pokazuja, iz otylo$¢, jedna ze sktadowych zespohlu
metabolicznego, moze powodowac istotne zmniejszenie stezenia peptydow natriuretycznych,
co moze powodowac trudno$ci diagnostyczne u chorych z otyloscig. Istotne znaczenie ma tutaj
nie tylko ilo$¢ tkanki thuszczowej w organizmie ale takze jej rozmieszczenie. Dodatkowo inne
elementy zespolu metabolicznego, takie jak cukrzyca czy nadci$nienie tetnicze, roOwniez moga
wplywac¢ na stgzenie peptyddéw natriuretycznych. Co wigcej stg¢zenie tych biomarkerow moze
mie¢ uwarunkowanie genetyczne. Opisywano dotychczas kilka polimorfizméw genow
zwigzanych z powstawaniem, metabolizmem oraz dzialaniem receptorowym peptydow
natriuretycznych, ktore nie tylko moga wptywaé na stezenie tych biomarkeréw, ale takze
wykazuja powigzanie z elementami zespolu metabolicznego. Regulacja stezenia peptydow
natriuretycznych w surowicy jest wieloczynnikowa. Znaczenie st¢zenia tych biomarkerow dla
potwierdzenia rozpoznania niewydolnosci serca u pacjentdw z zespolem metabolicznym nie
zostato w pelni zbadane.

Cel

Glownym celem pracy byla ocena wplywu wybranych polimorfizmoéw genoéw
zwigzanych z powstawaniem, metabolizmem oraz dzialaniem receptorowym peptydow
natriuretycznych na st¢zenie NT-proBNP u chorych z przewlekta niewydolnos$cia serca oraz
wspolistniejacym zespotem metabolicznym, z dodatkowym uwzglednieniem parametrow
otylosci, sktadu ciata oraz innych niz otyto$¢ sktadowych zespotu metabolicznego.

Grupa badana

Do badania wigczono 88 pacjentdw z rozpoznang przewlekla niewydolnoscia serca,
obnizong frakcja wyrzutowa lewej komory LVEF <45% oraz wspolistniejagcym zespotem
metabolicznym, znajdujacych si¢ w optymalnym stadium wyrdéwnania uktadu krazenia oraz

stabilnym stanie klinicznym. Na podstawie wskaznika BMI pacjentow podzielono na dwie



grupy: 55 pacjentdw z otyloscia definiowana jako BMI >27 kg/m? (46 M; ér. Wiek 65,3+10,1
lata) oraz 33 pacjentow bez otytosci czyli BMI <27 kg/m? (28 M; ér. Wiek 68,2+11,9 lata).

Metody

U wszystkich chorych z niewydolno$cig serca oraz zespotem metabolicznym wykonano
nastgpujace procedury W momencie wlaczenia do badania: badanie podmiotowe
I przedmiotowe, pomiary antropometryczne, pomiar ci$nienia tg¢tniczego, przezklatkowe
badanie echokardiograficzne, analiz¢ skfadu ciala metodg bioimpedancji, badania laboratoryjne
W tym oznaczenie st¢zenia NT-proBNP oraz identyfikacje wybranych polimorfizméw genow:
(-381) T/C genu NPPB, (-15129) 3C/4C genu NPR1 oraz (-55) C/A genu NPR3. Pacjentow
poddano obserwacji klinicznej trwajacej 24 miesiace.

Wyniki

Porownujgc pacjentow zniewydolno$cig serca iotyloScia oraz bez otylosci
stwierdzono, ze chorzy otyli charakteryzowali si¢ czgstszym wspolwystepowaniem
nadci$nienia tetniczego (96,4 vs 75,8%; p=0,005), oraz cukrzycy typu 2 (58,2 vs 27,3%,;
p=0,005), przyjmowali wicksze dawki beta-blokerow (44,2+28,3% vs 31,8+24,6% dawki
docelowej, p=0,042), oraz czesciej stosowali skojarzong terapi¢ przeciwcukrzycowa co
najmniej dwoma lekami doustnymi (21,8% vs 6,1%, p=0,044), mieli takze wickszy wskaznik
E/E’ (11,32+5,28 vs 9,934+5,65; p=0,04) oraz wigksze wymiary jam serca: wymiar koncowo-
rozkurczowy lewej komory (62,7+7,6 vs 59,1+7,4 mm; p=0,03), indeks objetosci koncowo-
rozkurczowej lewej komory (108,6+31,1 vs 92,9£28,5 mL/m?; p=0,019), indeks masy lewej
komory (67,1+14,7 vs 56,1£13,8 g/m?>’; p=0,001) oraz wskaznik objetosci lewego przedsionka
(58,6+18,6 vs 49,8+19,2 mL/m?; p=0,041).

Grupy pacjentéw z niewydolnos$cig serca z otyloscig oraz bez otylo$ci nie roznity si¢
istotnie pod wzgledem stezenia NT-proBNP w surowicy (822,2+581,2 vs 871,9+666,1 pg/mL;
p=0,724). W calej badanej populacji stwierdzono istotng korelacje miedzy st¢zeniem NT-
proBNP a masa ciala (Rs=-0,302, p=0,0056). Wzrost masy ciatla o lkg byl zwigzany ze
zmniejszeniem stezenia NT-proBNP przecigtnie o 14,2 pg/mL. Nie stwierdzono natomiast
istotnego zwigzku miedzy stezeniem NT-proBNP a innymi wskaznikami otyto$ci, takimi jak
obwdd talii czy wskaznik WHR.

Analizujac parametry skfadu ciala wykazano istotny zwigzek migdzy stezeniem NT-
proBNP a iloscig tkanki beztluszczowej w tutowiu (Rs=-0,345, p=0,001), a zwigzek ten byt
niezalezny od zaklocajacego wptywu eGFR oraz LVMI. Wzrost ilo$ci tkanki beztluszczowe;j

w tulowiu o jeden kilogram zwigzany byt ze zmniejszeniem st¢zenia NT-proBNP przecigtnie



o 27,5 pg/mL. Nie stwierdzono aby stgzenie NT-proBNP zalezalo od innych
parametréw skladu ciata, w tym ilosci tkanki tluszczowej w organizmie. Przeprowadzajac
analiz¢ w grupach z otyloscig oraz bez otylosci stwierdzono, ze tylko w grupie pacjentow
otytych stgzenie NT-proBNP niezaleznie korelowalo z ilo$cig tkanki bezthuszczowej w tutowiu
(Rs=-0,51, p=0,004), a wzrost ilosci tkanki beztluszczowej w tulowiu o 1kg zwigzany byt
ze zmniejszeniem stezenia NT-proBNP przecigtnie o 62,7 pg/mL. Nie stwierdzono takiego
zwigzku w grupie pacjentow z otyloscig, u ktorych stezenie tego biomarkera korelowato
ze wskaznikiem BMI (Rs=-0,299, p=0,029) oraz masg ciata (Rs=-0,359, p=0,008).

Badajac wptyw cukrzycy na zwigzek miedzy masg ciata a stezeniem NT-proBNP
stwierdzono, ze tylko u pacjentow bez cukrzycy typu 2 masa ciata istotnie wptywata na st¢zenie
NT-proBNP (p=0,001), a wzrost masy ciata o 1 kg zwigzany byt ze zmniejszeniem stezenia
NT-proBNP przecigtnie o 22,3 ng/mL. W grupie pacjentéw z cukrzyca nie stwierdzono
zalezno$ci miedzy stezeniem NT-proBNP a masg ciata (p=0,456). W calej badanej populacji
nie stwierdzono aby stezenie NT-proBNP miato zwigzek z wystgpowaniem cukrzycy (p=0,358)
oraz stanow przedcukrzycowych.

W analizie genetycznej nie stwierdzono istotnych réznic w czestosci wystepowania
poszczegbdlnych genotypoéw badanych polimorfizméw migdzy grupami z otyloscig oraz bez
otylosci. W catej populacji pacjentow z niewydolno$cig serca oraz zespotem metabolicznym
nie stwierdzono, zeby polimorfizmy gendéw NPPB (p=0,143), NPR1 (p=0,111), NPR3
(p=0,377) wptywaly istotnie na stezenic NT-proBNP. Jednak genotyp (-381) T/C genu NPPB
byt zwigzany z wyzszym stezeniem NT-proBNP w stosunku do genotypu T/T genu NPPB
W grupie chorych bez otylosci.

Analizujac zwigzek wybranych polimorfizméw gendw z poszczegdlnymi elementami
zespotu metabolicznego stwierdzono ze genotyp (-15129) 3C/3C genu NPR1 byt zwigzany
Z wyzszymi wartosciami skurczowego (p=0,049) oraz rozkurczowego (p=0,038) ci$nienia
tetniczego. Stwierdzono zalezno$¢ miedzy genotypem (-55) A/A genu NPR3 a czegstszym
wystgpowaniem nieprawidtowej glikemii na czczo (p=0,00003) oraz nieprawidlowej tolerancji
glukozy (p=0,046). Wykazano takze istotny zwigzek migdzy polimorfizmem (-15129) 3C/4C
genu NPR1 a wystepowaniem hiperlipidemii mieszanej (p=0,040), ktéra byta zwigzana
z genotypami 4C/3C oraz 3C/3C.

Badajac rokowanie w grupach pacjentow zniewydolno$ciag serca oraz zespotem
metabolicznym stwierdzono, ze w poréwnaniu do pacjentoéw bez otylosci w grupie chorych
otytych obserwowano nieznaczne wigksza czgsto$¢ rehospitalizacji z przyczyn sercowo-

naczyniowych (47,2% vs 37,5%; p=0,384), epizodow ostrej niewydolnosci serca (28,3% vs



12,5%; p=0,09) oraz zgonow (13% vs 9,4%, p=0,616), przy czym nie wykazano istotnosci

statystycznej dla tych roznic. Nie wykazano takze zwigzku badanych polimorfizmow genow

Z czestoscig zgonow czy rehospitalizacji. Istotnymi predyktorami ponownej hospitalizacji byty:
LVEF (OR 0,93; 95%Cl 0,87-0,99; p=0,018); wskaznik WHR (OR 777; 95%CI 2,24-269547;
p=0,024), indeks objetosci koncowo-rozkurczowej lewej komory LVEDVI (OR 1,02; 95%ClI
1,005-1,04; p=0,01), indeks masy lewej komory LVM/H?*" (OR 1,03; 95%Cl 1,003-1,07;

p=0,031) oraz szacowane cis$nienie skurczowe w prawej komorze RVSP (OR 1,04; 95%CI

1,0005-1,09; p=0,043). Nie stwierdzono aby stezenie NT-proBNP bylo istotnym predyktorem

Wwystapienia zgonu (p=0,120) oraz ponownej hospitalizacji (p=0,278).
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Whioski

Polimorfizm (-381) T/C genu NPPB moze wykazywa¢ modulujagcy wptyw na ekspresje
genu kodujacego prekursor peptydu natriuretycznego typu B, a co za tym idzie na stezenie
BNP i NT-proBNP w surowicy. Regulacja stezenia peptydow natriuretycznych jest ztozona
i uchorych z otylo$cig inne czynniki mogg odgrywac istotniejsza role niz modulacja
genetyczna zwigzana polimorfizmem pojedynczego nukleotydu.

Polimorfizmy (-55) C/A genu NPR3 oraz (-15129) 3C/4C genu NPR1 moga mieé
modulujacy wplyw na wystepowanie czynnikow ryzyka wchodzacych w sktad zespotu
metabolicznego takich jak stany przedcukrzycowe czy hiperlipidemia mieszana.

Nie stwierdzono istotnego wplywu polimorfizméw: (-381) T/C genu NPPB, (-15129)
3C/4C genu NPR1 oraz (-55) C/A genu NPR3 na ryzyko wystgpienia zgonu oraz ponownej
hospitalizacji, przy czym na ryzyko sercowo-naczyniowe u chorych z niewydolno$cig serca
moze wptywac wystepowanie otylosci, cukrzycy typu 2 i nadcis$nienia t¢tniczego, ale takze
rozmieszczenie tkanki thuiszczowej w organizmie.

U pacjentow niewydolno$ciag serca oraz otyloScia obnizenie stezenia peptydow
natriuretycznych wynikajace z aktywnosci tkanki thuszczowej moze nie by¢ obserwowane,
szczegblnie jesli niewydolno$¢ serca znajduje si¢ w bardziej zaawansowanym stadium.

U chorych z niewydolnoscig serca oraz prawidlowsa masg ciata istotng rolg w regulacji
stezen peptydow natriuretycznych moze odgrywa¢ ilo$¢ tkanki beztluszczowej
zlokalizowanej w tutowiu oraz substancje hormonalne przez nig produkowane.
Wspotwystepowanie cukrzycy u chorych z przewlekta niewydolnoscia serca i zespotem
metabolicznym wigze si¢ ze zmniejszeniem hamujacego wplywu masy ciata na stezenie
NT-proBNP, co wynika z wieloczynnikowej regulacji stezenia peptydow natriuretycznych

W Surowicy.



Streszczenie w jezyku angielskim

Introduction

According to the 2016 ESC guidelines natriuretic peptides (NPs) plasma concentration
(BNP or NT-proBNP) is recommended as a diagnostic test to establish diagnosis of heart
failure. Obesity is associated with significant reduction in NPs levels, what could lead to
diagnostic difficulties in patients with obesity. Not only the amount of body fat but also fat
distribution play an important role in regulation of NPs concentration. What is more, other
components of metabolic syndrome, such as diabetes or hypertension, may also influence NPs
levels. Furthermore, concentration of these biomarkers may be regulated by genetic factors.
Several single nucleotide polymorphisms (SNPs) have been described to be associated with the
secretion, metabolism and receptor activity of NPs. It was olso shown that these SNPs are also
related to metabolic syndrome components. Regulation of NPs concentration is multivariate.
The diagnostic role of NPs level in heart failure in patients with metabolic syndrome has not
been fully investigated.

Purpose

The main aim of the study was to investigate the relationship between NT-proBNP
concentration and selected SNPs associated with NPs’ secretion, metabolism and receptor
activity in patients with chronic heart failure and metabolic syndrome. Obesity parameters,
body composition and other components of metabolic syndrome were also taken into
consideration as possible factors influencing NPs levels.

Study groups

88 consecutive patients with chronic heart failure with reduced left ventricular ejection
fraction LVEF <45% were enrolled into the study. All of included patients were diagnosed with
metabolic syndrome and had been stable and euvolemic at the moment of enrolment. Patients
were divided into two groups based on the body mass index (BMI): 55 patients in study group
with obesity defined as BMI >27 kg/m? (46 M; mean age 65,3+10,1 years) and 33 patients in
control group with BMI <27 kg/m? (28 M; mean age 68,2+11,9 years).

Methods

The following procedures were performed in all included patients at the moment of
enrolment: collection of medical history, physical examination, anthropometric measurements,
blood pressure measurement, transthoracic echocardiography, bioimpedance body composition
analysis, laboratory testing including NT-proBNP plasma concentration and genetic analysis of
selected SNPs: (-381) T/C of the NPPB gene, (-15129) 3C/4C of the NPR1 gene and (-55) C/A

of the NPR3 gene. Clinical observation of all enrolled patients lasted 24 months.



Results

Comparing patients with heart failure and obesity and without obesity, it was found that
obese patients were more frequently diagnosed with hypertension (96,4 vs 75,8%; p=0,005)
and type 2 diabetes (58,2 vs 27,3%; p=0,005). Patients with obesity were receiving higher doses
of beta-blockers (44,2+28,3% vs 31,8+24,6% of the target dose, p=0,042), and were more often
treated with combined antidiabetic therapy with at least two oral drugs (21,8% vs 6,1%,
p=0,044). Obese patients had also higher E/E' ratio (11,32+5,28 vs 9,9345,65; p=0,04) and
enlarged heart dimensions such as: left ventricular end-diastolic diameter (62,7+7,6 vs 59,1+7,4
mm; p=0,03), left ventricular end-diastolic volume index (108,6+31,1 vs 92,9+28,5 mL/m?;
p=0,019), left ventricular mass index (67,1+14,7 vs 56,1=13,8 g/m?’; p=0,001) and left atrium
volume index (58,6£18,6 vs 49,8+19,2 mL/m?; p=0,041).

Patients with obesity and without obesity did not differ significantly in respect to NT-
proBNP concentration (822,2+581,2 vs 871,9+666,1 pg/mL; p=0,724). In the entire study
population, there was found a significant correlation between NT-proBNP concentration and
body weight (Rs=-0,302, p=0.006). An increase in body weight by 1 kg was associated with
a 14,2 pg/mL decrease in NT-proBNP concentration. No significant relationship was found
between NT-proBNP concentration and other obesity indicators, such as waist circumference
or waist-hip ratio (WHR).

A significant independent relationship was found between NT-proBNP level and lean
body mass (Rs=-0,345; p=0,001). An increase in the lean body mass by 1 kg was associated
with a 27,5 pg/mL decrease in NT-proBNP level. No relation was found between NT-proBNP
concentration and other body composition parameters, including body fat mass. Analysis of
body composition in study groups showed significant relationship between NT-proBNP level
and trunk lean mass only in patients without obesity (Rs=-0,51; p=0,004). The increase in trunk
lean mass by 1 kg was associated with a 62,7 pg/mL decrease in NT-proBNP level.

The influence of type 2 diabetes on the relationship between body weight and NT-
proBNP concentration was also investigated. Significant relation was found between body
weight and NT-proBNP level only in patients without diabetes (p=0,001). The increase in body
weight of 1 kg was associated with a 22.3 ng/mL decrease in NT-proBNP level in patient
without diabetes. There was no relationship between NT-proBNP concentration and body
weight in patients with diabetes (p=0,456). In entire study population, NT-proBNP levels were

not related to diabetes (p=0,358) or pre-diabetes occurrence.



In genetic analysis, no significant differences were found in respect to frequency of
selected SNPs genotypes between patients with and without obesity. In the entire study
population there was no relationship between SNPs and NT-proBNP levels (NPPB p=0,143;
NPR1 p=0,111; NPR3 p=0.377). However genotype (-381)T/C of the NPPB gene was
associated with higher NT-proBNP concentration only in patients without obesity.

When analysing the relationship of selected SNPs with metabolic syndrome
components in study population, it was found that genotype (-15129) 3C/3C of the NPR1 gene
was associated with higher systolic (p=0,049) and diastolic (p=0,038) blood pressure.
Significant relationship was also found between genotype (-55)A/A of the NPR3 gene and
occurrence of impaired fasting glucose (p=0,00003) and impaired glucose tolerance (p=0,046).
Furthermore genotypes (-15129) 3C/4C and 3C/3C of the NPR1 gene were associated with
incidence of mixed hyperlipidaemia (p=0,040).

Investigating the prognosis in patients with heart failure and metabolic syndrome, it was
found that obese patients had slightly higher prevalence of cardiovascular rehospitalization
(47,2% vs 37,5%; p=0,384), acute heart failure (28,3% vs 12,5%; p=0,09) and deaths (13% vs
9,4%, p=0,616), but these differences were not statistically significant. No relation was found
between selected SNPs and prognosis in study population. It was observed that LVEF (OR
0,93; 95%Cl 0,87-0,99; p=0,018); WHR (OR 777; 95%CI 2,24-269547; p=0,024), left
ventricular end-diastolic volume index (OR 1,02; 95%CI 1,005-1,04; p=0,01), left ventricular
mass index (OR 1,03; 95%CI 1,003-1,07; p=0,031) and estimated right ventricle systolic
pressure (OR 1,04; 95%CI 1,0005-1,09; p=0,043) were associated with higher risk of
rehospitalization in patients with heart failure and metabolic syndrome.

Conclusions
1) Genotype (-381) T/C of the NPPB gene might have a modulating effect on expression of

the gene encoding the B-type natriuretic peptide precursor, and hence on the serum BNP
and NT-proBNP levels. Regulation od NPs concentration is multivariate and in obese
patients other factors may play more important role than genetic modulation associated with
SNP.

2) Genotypes (-55) C/A of the NPR3 gene and (-15129) 3C/4C of the NPR1 gene might be
related to incidence of metabolic syndrome components, such as pre-diabetes or mixed
hyperlipidaemia.

3) Selected SNPs seem to not be related to higher risk of death and rehospitalization in patients

with heart failure and metabolic syndrome. The prognosis in heart failure could be related



4)

5)

6)

to metabolic syndrome components such as obesity, diabetes and hypertension but also to
fat mass body distribution.

In patients with heart failure and obesity, a decrease in NPs concentration related to adipose
tissue activity may not be observed, especially if heart failure is more advanced.

In patients with heart failure and normal body weight, trunk lean mass and its hormonal
activity may play an important role in regulating NPs concentration.

In patients with chronic heart failure and metabolic syndrome with diabetes the inhibition
NT-proBNP concentration associated with body weight may be diminished due to
multifactorial regulation of serum NPs.



