Rezveratrollal végzett sajat kezdeményezési
human klinikai vizsgalat eredményeinek elemzése

csokkent szisztolés bal kamra funkcioval jaro

szivelégtelenségben

Ph.D. értekezés

Szerzo: Dr. Gal Roland

Klinikai Orvostudoméanyok Doktori Iskola

Kisérletes Kardiologia program

Programvezetd: Prof. Dr. T6th Kalman
Témavezetok: Prof. Dr. Halmosi Robert

Dr. Habon Tamas

Pécsi Tudomanyegyetem
Altalanos Orvostudomanyi Kar
I. sz. Belgyogyaszati Klinika
Pécs

2021



II.

I11.

S kR =g

I. Tartalomjegyzék

TartalomJEGYZEK ...ccevuurerirurenssanesssanesssencssnnssssnsssssnssssasssssssessssssssasssssssssssassssssssssnsseses 1
ROVIAItESEK JEZYZEKE «uvereerneirsrarensranisssanesssaressaressanessenssssessssssssssssssssssssssnsssssnsssssnsess 3
BeVERZELES c.uueeennerueeirennnenteistinstessnessaeesnessanssssesssnssssesssnsssssssssssssesssssssassssassssassssessaans 5
SZIVEIEGLEIENSEE ....eeenevie ettt ettt e e st e e st e e e saeeessaeeesseeesneeenns 5
1.1.  Definicid €s KlasSZifIKACIO ....c..eeeeriiiiiiiiiiieiieeeeeeee e 5
8 )5 10 [0 - PR PST 5
1.3.  Epidemiologia, PrOgnOZIS........ccueercuiieriieeiiieeiieeeiieeeireeeieeesreeesaeeeseseeenaseeennneas 6
1.4. A szivelégtelenség patofiziolOgidja.........ccoueevuieriieiiieiiieiieeiceeee e 6
1.5. A szivelégtelenség gyOgyszeres KEZel€se ......cuuvmiirmniiiniiieniieeeiee e, 8
1.6.  Uj terapias lehetSségek szivelégtelenségben............o.vuevevecueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen. 9
REZVETAIOL......eiiiiiiieeete et 9
2.1.  Rezveratrol és kardiovaszkularis hatdsai..........ccccoooeeiiiiiiniiniiiiieee 9
2.2.  Rezveratrol €s a szivelegtelenseg.........ccvvviiieiiiieiiieeiieeieecee e 11
HemMOTEOIOZIA ......vieniiiiiieie ettt 11
3.1. Hemoreoldgiai parameéterek ...........cccvevieeiuienieiiiieniieeieerie e 12
3.2. Hemoreologiai valtozasok szivelégtelenségben............cccceeeviieniiieenciieenieeenee. 12
CEOIKItUZESEK .cvvrrueeruecrensrensaensunsnnsuncsensancssissssssecssicsssssecsssssesssessssssssssssssessasssessassssssas 14
ESZKOZOK €S MOUSZETEK . ....uueeeeeisercniiineiininseicaiisenssnecssicssessssssssessssesssssssssssesnns 15
A tanulmany felépitése, a vizsgalt betegpopulacio jellemzOi.........ccceeeeveevveeieennnns 15
Bevalasztési és kizarasi Kritériumok...........ccooecvieriiiiiiiiiiiiieecccee e 16
A betegek epidemioldgial JellemzOi ........cccueeeeveeeiiieeiiieciecee e 17
Az elvégzett vizsgalatok TEMEZESE ......ccueeeviereieeiieiieeieeie et 19
Statisztikai aNAlIZIS .......cc.eeierieiiiiienieee e 20
Vizsgalati MOASZETEK. ......ccvviiiiiieiie et 20
6.1.  Vérnyomasméres, testsuly meghatarozas. .........ccoeveevvieniiiiieniieiiecieeee 20
6.2.  Vérvétel, labordiagnoSztiKa...........ccceevuiieiieniieiiieieeeee e 20
6.3.  Szivultrahang VIZSAlAt ..........ccceocuiiiiiiiiiiie e 21
6.4. Terhelhet6ség vizsgalata (6 perces JArASteSZt) .....cocueevveeeveerieenieeiieeieeiee e 21
6.5. Leégzésfunkcios VIZSZALAt.......cccoeviiiiiieiiieiiecieeeee e 22
6.6.  EletminGSeg KEIAOIV.......vveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 22
6.7. mRNS izolalas, mRNS szekvencia katalogizalasa és RNS szekvenalés .......... 23
6.8. RNS szekvenalas adatainak feldolgozasa €s elemzése ..........ccceeeevvenveeieennnnne. 24
6.9. Hemoreologial METESEK........cccviiriiiiiiiiieiiie e e 24
0.9. 1. VEIVELEL ..ottt 24



6.9.2. A vizsgalat hemoreoldgiai paraméterek ............ccoevvieviiriiiiiiiniiieieieeee, 24

6.9.3. Hematokrit meghataroZas. .........ccueeviieiiiieiieiie ettt 24
6.9.4. Plazma ¢&s teljes VEr ViSZKOZItAS METESE .......cccvveererreeerieeeiieeeiee e eree e 25
6.9.5. VOrosveértest aggregacio METESE. ......uveureeuieriieeiieiieeieeniteeteesieeereeseaeeseenaeeenne 25
6.9.6. Vorosvértest deformabilitds mMErése .........coovvvviiviiniiiiinieniieneeceeeee 26
VI. Eredmények 27
1. A rezveratrol hatdsai a vizsgalt laboratoriumi paraméterekre.........c..coovvevirieneenens 27
2. A gyulladédsos paraméterek valtozasa rezveratrol kezelés mellett............................ 29
A szivelégtelenség specifikus biomarkereinek valtozasa rezveratrol kezelés
100 1S] (] 7P 29
4. A BMI, a vérnyomas, a szivfrekvencia és az EKG paramétereinek valtozasa
rezveratrol kezelés hatdSara. .........ccooouiiiiiiiiiiiiiiieee e 30
5. A rezveratrol hatasa az echokardiografias paraméterekre...........ccccoevvveeevieenveennnnen. 31
6. A rezveratrol hatasa a betegek terhelhetdsegeére.........couvvvvivieiiiiniiiiniieecieeeee e, 34
7. A 1égzésfunkcios paraméterek valtozasai rezveratrol kezelés mellett...................... 35
8. A rezveratrol hatasa a szivelégtelen betegek €letmindségeére..........covvvvvvvreennneennne. 35
9. Szekvencia analizis és a differencial expresszid eredményei..........ccceeecveeeeveeeennennn. 36
10.  Hemoreoldgiai valtozasok rezveratrol kezelés hatdsara..........c..cocevvevieviieniencnnnene. 37
10.1. Hemoreoldgiai parameéterek .........cccviieiieeeiiieeiieeeieeeeee et eive e 37
10.2. A hemoreoldgiai paraméterek valtozasa €és a 6 perces jarastavolsag kozotti
OSSZEIUZZESCK ...ttt 39
VII.  DISZKUSSZIO c.uueevrrersuensurssensunnsunssessanssanssesssnsssssessasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 41
l. A rezveratrol javitja a szivelégtelen betegek kardidlis paramétereit a gyulladasos
folyamatok mérséklésén Keresztll...........ccceevviiiiiiiiiniiieiiee e 41
2. Hemoreoldgiai valtozasok rezveratrol kezelés soran csokkent szisztolés bal kamra
funkcioval jard szivelégtelensegben............oouiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 45
VIIL KOVEtKEZLETESEK ...ueeeuuerrueriuenierineiseiininsiicniisnisssisssisssnssssssssessssssssssssssssessssssssess 48
IX.  Uj eredmMENYEK ..cucuereereerereresreressessesnssessessssessssessessssessesssesssssssessssessessssssesessessssesses 49
X. Koszonetnyilvanitas 50
XI. Irodalomjegyzék 51
XII.  Sajat KOZIEMENYEK ..cccvvueierrarinssanesssancsssanssssnsssssnssssasssssassssasssssasssssssssssssssssssssssssssans 61
1. A disszertaci6 témakdrében publikalt teljes kdzlemények...........ooceveeieiiiininnnnnnnn 61
2. Egyéb teljes KOZIEmMENYEK .........oeeviiiiiiiieiieeee e 61
Publikalt absztraktok €s pOSZtETek..........cceeviieiiiiniiiiieiieeieee et 63



I1. Roviditések jegyzéke

A késddiasztolés kamrai telddési sebesség

ACE angiotenzin-konvertalo enzim

Al aggregacios index

AMP adenozin-monofoszfat

ARB angiotenzin receptor-blokkolo

ARNI angiotenzin receptor/neprilizin inhibitor

ATP adenozin-trifoszfat

BMI testtomegindex

COPD krénikus obstruktiv tiidobetegség

COX ciklooxigenaz

CRP C-reaktiv protein

CRT kardialis reszinkronizacios terapia

EDTA etilén-diamin-tetraecetsav

E koradiasztolés kamrai telddési sebesség

e’ mitralis annulusz koradiasztolés elmozdulasi sebessége
EF ejekcios frakcio

eGFR becsiilt glomeruldris filtracids rata

EI elongacios index

EKG elektrokardiografia

eNOS endotelialis nitrogén-monoxid szintaz

ESC Eurdpai Kardiologusok Tarsasaga

FEV; forszirozott kilégzési térfogat

FVC forszirozott vitalkapacitas

GLS globalis longitudinalis strain (rovidiilés)

GOT glutamat-oxalacetat-transzaminéz

GPT glutamat-piruvat-transzaminaz

HDL nagy denzitasu lipoprotein

HFrEF csokkent szisztolés bal kamra funkcioval jaro szivelégtelenség
Htc hematokrit

ICD implantalhat6 kardioverter defibrillator

IL interleukin

iINOS indukalhat6 nitrogén-monoxid szintaz

IvC inspiratorikus vitalkapacités

LDL alacsony denzitasu lipoprotein

LORCA 1ézer asszisztalt optikai rotacids sejt analizator
M Myrenne aggregacids index

MRA mineralokortikoid-receptor antagonista
mRNS hirvivo (“messenger”) ribonukleinsav

NAD nikotinamid-adenin-dinukleotid

NO nitrogén-monoxid

NT-proBNP B-tipusu natriuretikus peptid N-terminalis prohormonja
NYHA szivelégtelenség funkcionalis beosztasa (I-1V)
Pa pascal

PARP-1 poli (ADP-ribdz) polimeraz-1

PV plazma viszkozitas
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ROS
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II1. Bevezetés

1. Szivelégtelenség
1.1. Definicio és klasszifikacio

Az Eurdpai Kardiologusok Tarsasaga (ESC) definicidja alapjan a szivelégtelenség a
sziv olyan funkcionalis vagy strukturalis kdrosodéasa, amely elégtelenné teszi a sziv szoveti
igényeknek megfeleld oxigén szallitasat, illetve csak emelkedett t6ltényomas révén képes
kielégiteni azt. A klinikai definici6 alapjan a szivelégtelenség egy olyan szindroma, melyben
a betegek tipusos tlinetei ¢és az észlelhetd fizikalis eltérések a sziv strukturalis vagy
funkcionalis karosodasa révén alakulnak ki [1].

A hagyomanyos terminologia alapjan a szivelégtelenség meghatarozasa az ejekcios
frakcié (EF) mérésén alapul. Az EF a verévolumen (amely a végdiasztolés volumen ¢€s a
végszisztolés volumen kiilonbsége) és a végdiasztolés volumen hanyadosa. Az EF nemcsak
prognosztikus téren fontos tényezdje a szivelégtelenségnek, hanem a pontos klinikai
diagnozis felallitasahoz és a terdpia megvalasztasahoz is nélkiil6zhetetlen.

A szivelégtelenség az EF alapjan 3 nagy csoportra oszthatd: csdkkent szisztolés bal
kamra funkcioval jar6 szivelégtelenség (HFrEF, EF<40%), mérsékelten csokkent szisztolés
bal kamra funkcidval jaro szivelégtelenség (HFmrEF, EF: 40-49%) ¢és megtartott szisztolés
bal kamra funkcioval jaro szivelégtelenség (HFpEF, EF>50%) [1].

A fentieken tul a klinikai tlinetek alapjan torténd osztalyozasnak kiemelt szerepe van
a terapias hatékonysag lemérésében €és a progndzisbecslésben. A NYHA funkcionalis
osztalyozas a leginkabb elterjedt klasszifikacido erre a célra. Az NYHA I-IV. kozotti
besorolds alapjan gyors képet kapunk a beteg klinikai allapotarol, annak idd fiiggvényében

bekovetkezd valtozasairol, emellett kdvethetjiik a terapiankra adott klinikai valaszt is [2].

1.2.  Etiologia

A szivelégtelenség leggyakoribb etioldgiai tényezdinek mind a férfiak, mind a nék
korében a hipertonia és a koszoruér-betegség tekinthetd, azonban szamos egyeb korkép is
allhat a hatterében, melyek koziil kiemelend6 a billentyli betegségek, a infekciok, a toxikus

agensek (pl. alkohol abuzus), a kemoterapids szerek (pl. antraciklin szdrmazékok) vagy

5



éppen a sulyos metabolikus rendellenességek okozta miokardialis karosodés. A szisztolés
tipusu szivelégtelenség mintegy 20%-aban morfoldgiai vagy kornyezeti faktor nem
azonosithatd a hattérben, ezekben az esetekben gyakran genetikai eltérések magyarazzak a

betegség kialakulasat (kardiomiopatiak) [3].

1.3. Epidemiologia, prognozis

A szivelégtelenség a kardiovaszkularis haldlozas egyik meghatarozé tényezdje,
prevalenciaja vilagszerte emelkedd tendenciat mutat. A novekvd prevalencia €s incidencia
hatasara folyamatosan emelkedik hospitalizacios arany, valamint a szivelégtelenséggel
Osszefliggd haldlozés, ¢és mindez jelentds ellatasi koltségeket ro az egészségiigyre és az
orszagok koltségvetésére. A fejlett tarsadalmakban a felndtt lakossdg 1-2%-a szenved
szivelégtelenségben, de 70 év felett az el6forduldsa mar eléri a 10%-ot. Az évente
diagnosztizalt 0j esetek szama 1-5/1000 lakosra tehetd, mely a statisztikak alapjan
évtizedenként megduplazodik. Erdekes adat, hogy egy 40 éves felndttnek 20% az esélye,
hogy ¢élete folyaman szivelégtelensége alakuljon ki. Elemzések alapjan a jelenleg az 6sszes
korhazi felvétel 5%-a szivelégtelenség miatt kovetkezik be [4,5].

Habar szamos adat mutatja az utobbi években a HFrEF prognoézisanak enyhe
javulasat, elorehaladott allapotban a betegség mortalitisa még mindig meghaladja egyes
daganat tipusok haldlozéasat (pl. holyag-, eml6-, méh-, illetve prostatatumor). Szamos
eurdpai klinikai vizsgalat alapjan kijelenthetd, hogy a betegség NYHA IV. stadiumaban az
1 éves atlagos talélés még ma is kevesebb mint 50%. Nemek tekintetében az Osszesitett

adatokat elemezve a ndk prognozisa kedvezobb [1,6].

14. A szivelégtelenség patofiziologiaja

A szivelégtelenséget barmely olyan tényez6 kivalthatja, amely csokkenti a szivizom
mikodésének hatékonysagat annak direkt karositdsa vagy a sziv fokozott megterhelése
révén (volumen vagy nyomads). A szivelégtelenség altaldban a pumpafunkciot karositd
ugynevezett ,,index” eseményt kovetden jelentkezik eldszor (pl. vérnyomaskiugras,
1szkémids esemény, infekcio, ritmuszavar). A pumpafunkcio inicialis karosodasat kdvetéen
szamos kompenzatorikus mechanizmus aktivalodik, ezek kozé tartozik a szimpatikus
(adrenerg) idegrendszer, a RAAS és egyes hormonalis agensek (agyi natriuretikus peptid).

Rovidtavon ezek a rendszerek képesek ellensulyozni a kérosodast, fenntartani a



pumpafunkciot, ezért ekkor még a beteg tiinetmentes maradhat. Idével azonban ezen
mechanizmusok hosszas aktivacioja ugynevezett masodlagos szervkarosodast idéz eld, a
kialakul6 bal kamrai kéros remodelling pedig a betegség progressziojat vonja maga utan. A
fent leirt folyamatok eredményeként a betegnél a kezdetben észlelt tiinetmentes allapot
lassan megsziinik, a szivelégtelenség mar tiineteket is okoz. A magas szimpatikus aktivitas
deszenzibilizalja a P-adrenerg receptorokat (B-AR), fokozza a miocitdk hipertrofiajat,
nekrozisat, apoptdzisat, valamint intersticidlis fibrozishoz vezet a szivben. A vesében
artérias és vénas vazokonstrikciot idéz elo, tovabb noveli a RAAS aktivaciot, ezaltal so és
viz retencidt okoz, mellyel ellenstlyozza a natriuretikus peptidek hatasat [7].

A fent ismertetett folyamatokon tal kisérletes és klinikai vizsgélatok sora igazolta a
reaktiv oxigén szabadgyokok (ROS) szerepét a szivelégtelenség kialakulasdban. Az oxigén-
szabadgyokok direkt modon karositjak a kontraktilitast, tovabba a hipertrofiaban szerepet
jatszo jelatviteli és transzkripcids faktorok aktivitdsara is jelentds hatassal birnak, fokozzak
metalloproteinazokat. Raadasul a nuklearis PARP-1 aktivalasan keresztiil a ROS-ek rontjak
a mitokondriumok energia termelését, ezaltal promotéaljak a sejthalalt és fokozzdk a
gyulladésos folyamatokat (pl. citokinek termelddését). Mindezek a mechanizmusok szintén
maladaptiv hipertr6fidhoz (koros remodelling) és szivelégtelenséghez vezetnek [8,9].

Osszefoglalva elmondhato, hogy a szivelégtelenség egy szisztémas, multifaktorialis
allapotnak tekintheté, melyben komplex strukturalis, neurohormonalis, sejtszintli ¢és
molekularis valtozasok egyiittesen vezetnek a szimpatikus aktivitds fokozodasdhoz, a
keringési redisztribucidhoz, a folyadék volumen tultdltottséghez, ezen folyamatok pedig

végiil a klinikai tiinetek ¢€s a fizikalis eltérések megjelenéséhez vezetnek (1. abra) [10].
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1. abra. A. szivelégtelenség patofiziologidja. NOS: nitrogén-monoxid szintdz, RAAS: renin-angiotenzin-
aldoszteron rendszer, ROS: reaktiv oxigén szabadgyok, SNS: szimpatikus idegrendszer.

1.5. A szivelégtelenség gyogyszeres kezelése

A betegség gyogyszeres terdpidja szempontjabdl keményvégponti klinikai
vizsgalatokkal igazolt hatékony kezeléssel csak HFrEF tekintetében rendelkeziink, a
HFmrEF ¢s HFpEF populacioban a nagy attérés még varat magara. A jelenleg érvényben
1év6 ajanlasok értelmében a kronikus szivelégtelen betegek gyogyszeres kezelésének alapjat
azok a hatdanyagok alkotjak, melyek igazoltan csokkentik a betegség mortalitasat, javitjak
az ¢letmindséget ¢és csokkentik a hospitalizdciok szamat. Ismereteink alapjan a kezelés
legfontosabb sarokkovei kézé a béta-blokkolok, a neurohumoralis gatloszerek (ACE-
inhibitorok/ARB-k/ARNI) és az MRA-k tartoznak, emellett bizonyos esetekben elfogadott
indikaciéval rendelkezik az ivabradin is [1, 11-15]. Az utobbi évek nagy sikertorténetének
tekinthetd az SGLT2-gatlok megjelenése a terapias palettan, melyek varhatdan a jelenleg
alkalmazott standard kezelés mellett komoly szintii evidenciaval fognak megjelenni az idei
évben varhato ESC szivelégtelenség ajanlasban [16,17].

Tiineti kezelés tekintetében mindenképpen meg kell emliteni a diuretikumokat (kacs-

diuretikumok, tiazidok), valogatott esetekben a digoxin alkalmazédsat, valamint a



hidralazin/izoszorbid dinitrat kombinacigjat, bar ezek kapcsan jol ismert, hogy a prognozist
érdemben nem befolyasoljak [1].

A gyogyszeres kezelésen feliil nem szabad megfeledkezniink a szivelégtelenség
eszk0z0s, intervencios €s sebészi kezelési modalitasairol, illetve ultimum refugiumként a

szivtranszplantaciordl sem, ezek részletezésétdl azonban eltekintenék [1].

1.6.  Uj terapias lehetoségek szivelégtelenségben

Bér az ismertetett hatdanyagok legtdbbje mellett szignifikansan javult a betegek
mortalitaisa HFrEF-ben, a betegség hosszu tavl kimenetele tovabbra is rossznak tekinthetd
[1,5,11-15], igy mindenképpen sziikséges tovabbi, Uj terapias lehetdségek feltarasa. A
jelenleg vizsgalat alatt 4116, ujonnan alkalmazott molekuldk mind az allatkisérletes, mind a
human klinikai vizsgalatokban tobbek kozott olyan tamadéaspontokon keresztiil fejtik ki
hatasukat, mint a miokardidlis kontraktilitds (pl. omecamtiv mecarbil) [18], a citokinek (pl.
anti-TNFa), a miokardialis metabolizmus (pl. perhexiline), vagy éppen az oxidativ stressz
[19,20], melyek Osszességében igéretes, alternativ megkdzelitései lehetnek a
évben a solubilis guanil ciklaz (sGC) stimuldtorok (¢cGMP indukalta vazorelaxacid) kozé

sorolt vericiguat-tal is [21].

2. Rezveratrol

2.1. Rezveratrol és kardiovaszkularis hatasai

Francia paradoxonként valt ismertt¢ az a megfigyelés, mely szerint a francia
populécid korében joval alacsonyabb a sziv- és érrendszeri betegségek eldforduldsa
Osszehasonlitva mas hasonld fejlettségli és rizikoprofillal rendelkezd orszagokkal.
Tudoméanyos korokben a jelenséget leginkabb a francidk nagyobb aranyt vordsbor
fogyasztasaval magyarazzak [22].

A vorosbor nagy mennyiségben tartalmaz polifenol vegytileteket (pl. rezveratrol,
katechin, kvercetin), a kardioprotektiv hatdsért azonban elsésorban a vordsbor rezveratrol
(RES) tartalmat teszik feleléssé. A RES (3,5,4’-trihydroxystilbene) egy non-flavonoid
polifenol, egy természetes fitoalexin, mely sokféle ndvényben (pl. sz616, mogyoro, afonya)

fellelhetd és az Oket ért kornyezeti stressz hatdsara termelddik [23]. Két f6 kémiai



konformécidja (cisz- és transz-rezveratrol) koziil a transz-rezveratrol tekintheté a
biologiailag aktiv forméanak (2. abra). A RES kardioprotektiv hatdsdnak hatterében szamos
mechanizmus allhat, melyek koziil mindenképpen fontos kiemelni az oxidativ stressz
mérséklését, a gyulladdsos ¢és hipertrofiat indukald jelatviteli szignalok blokkolésat,

valamint a kalcium anyagcsere javitasat [24-28].

OH

HO AN

OH

2. abra. A transz-rezveratrol (3,5,4’-trihydroxystilbene)
kémiai szerkezete.

Az elmult évtizedekben szamos vizsgalattal igazoltak, hogy az oxidativ stressz soran
termelddé ROS fontos szerepet jatszanak kiilonbozé kardidlis patologias folyamatok
kialakuldsdban, mely kozil kiemelendd az iszkémia-reperfuzids karosodéds, a koros
remodelling jelensége és a szivelégtelenség [8,29]. Sejtkultaras és allatkisérletes modellek
soran emellett az is bebizonyosodott, hogy a RES kifejezett védo szereppel bir az oxidativ
stresszel szemben, mely elsdsorban gyokfogd hatdsanak tulajdonithatd. [30-33]. A gyokfogd
tulajdonsagan feliil a RES mas utvonalakon keresztiil is ki tudja fejteni antioxidans hatasat.
A RES a NAD"-dependens histon/protein deacetilaz sirtuin 1 (SIRT 1 gén kodolja) és az
AMPK (AMP activalt protein kinaz) aktivalasa révén pozitivan befolyasolja a
mitokondrialis biogenezist kardiomiocitakban, mely az oxidativ foszforilaci6 gyorsulasdhoz
¢s nagy energiaju foszfatok (kreatin-fosztat, ATP) fokozott termelddéséhez vezet. A fentiek
eredményeként hatékonyabb védelem alakul ki az oxidativ stresszel szemben a szivizom
sejtekben, valamint fokozodik a kontraktilitas [27,28,34]. Az endotelialis és vaszkularis
funkciok szintén javulast mutatnak RES kezelés mellett, melynek hatterében a koleszterin
¢s triglicerid szintek csokkenése, az endotelidlis NO szintdz aktivacidjanak fokozodasa és az
emelkedd6 NO (értagitd hatds) szint éppugy szerepet jatszik, mint a RES jelentds
gyulladascsokkentd hatasa [35-38].
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A fenti hatdsmechanizmusok feleldsek elsdsorban azért, hogy szamos allatkisérletes
vizsgélat igazolta a RES kedvezd hatasait olyan patologids folyamatokban, mint a
miokardidlis iszkémia, a miokarditisz, a kardidlis hipertréfia és remodelling, valamint a

szivelégtelenség [25,39-41].

2.2.  Rezveratrol és a szivelégtelenség

Szisztolés szivelégtelenségben a szivizomsejtek kontraktilitdsa csokken, emellett
kronikus, enyhe foku gyulladds is jelen van, mely tovabb sulyosbitja a meglévd
szivelégtelenséget. Az elmult évtizedekben tobb tudomanyos kézleményben publikaltak a
gyulladasos citokinek (példaul TNF-a, IL-1, IL-6, IL-18) ¢s a ROS megndvekedett szintjét
kronikus szivelégtelenségben. Ezek a patoldgias allapotok egyarant szerepet jatszanak a
szivizom (remodelling, hipertréfia, fibrézis stb.), valamint a periférids érrendszer és az
endotél karosodasaban [8,42,43]. Munkacsoportunk korabban posztinfarktusos
patkanymodellben igazolta a RES bevitelnek a szivelégtelenség kialakulasaval szembeni
protektiv hatasdt. A RES nemcsak javitotta a bal kamra funkcidt, hanem csokkentette
miokardialis fibrozist, az oxidativ stresszt és egyes proinflammatorikus proteinek jelenlétét
(COX-2, INOS) [44]. Mas kutatdcsoportok hasonld eredményeket irtak le kiilonbozd
allatkisérletes modellekben, azonban human klinikai vizsgalattal a RES célzottan
szivelégtelenségre kifejtett hatdsat még nem igazoltak [23,25]. Itt kell megemliteniink, hogy
kutatocsoportunk publikalt egy human klinikai tanulmanyt 2012-ben, ahol kronikus
koronaria szindromas betegpopulacioban alkalmazott kis dozisu (napi 10 mg) RES kezelés
mellett ugyan javult a diasztolés bal kamra funkcio, azonban a szisztolés bal kamra funkcio

tekintetében kedvez6 tendencia mellett nem lattunk szignifikans javulast [45].

3. Hemoreologia

A hemoreologia a vér aramlastanaval foglalkozo tudomanyag, amely a vér aramlési
viszonyait ¢s alkotoelemeinek fizikai tulajdonsagait vizsgéalja. Szamos multicentrikus
tanulmany igazolta, hogy a hemoreoldgiai tényezOk romlasa onallo rizikdfaktorként

kezelendd a kardiovaszkularis korképekben [46-48].
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3.1. Hemoreologiai paraméterek

A legfontosabb hemoreologiai paraméterek kozé tartozik a hematokrit (Htc), a
fibrinogén, a plazma ¢s teljes vér viszkozitas (PV, VV), a vorosvértest (vvt) aggregacio és a
vvt deformabilitas.

A napi klinikai gyakorlatban a leginkabb ismert és hasznalt paraméter a htc, mely a
legtobb reologiai tényezdvel Osszefliggésben all. Alacsony értéke esetén a vér nem tud
elegendd oxigént szallitani, mig magas htc esetén nd a vérviszkozitds, romlik a
mikrocirkulacié, mely szintén rontja a szovetek oxigénellatasat [48].

A viszkozitas a folyadékok belsd surlédasa, melyet az adott hémérsékleten az
aramlést fenntartd nyirofesziiltség és a létrehozott sebességgradiens hanyadosa mutat meg.
Emelkedett viszkozitas soran megnd a periférids ellenallas, nagyobb terhelés harul a szivre
¢s akar a szovetek vérellatdsanak karosodasahoz is vezethet. A PV-t a hdmérséklet, a plazma
lipid szintek és a plazmafehérjék (foként a fibrinogén) befolyasoljak, mig a VV-re a Htc, a
PV, a vvt aggregacio és a vvt deformabilitas van hatassal [49,50].

A vvt aggregacid a vér hemoreologiai paramétereinek egyik fontos meghatarozoja.
A koros mértékben Osszecsapzddott vvt-k a kapillaris szinti aramlési ellenallast jelentds
mértékben képesek fokozni, ezaltal karositjdk a mikrocirkulacios keringést és a szdveti
perfuziot. Az aggregabilitdas mértékét foként a htc és a plazmafehérjék (legjelentdsebb a
fibrinogén) szintje hatdrozza meg. Klinikai gyakorlatban a magas plazmafehérje szint miatt
fokozott vvt aggregaciot ¢és siillyedést tapasztalhatunk példaul myeloma multiplex, szepszis,
autoimmun korképek és tumoros betegségek esetén. Emelkedett plazmafehérje szint nélkiil
is fokozott vvt aggregacidé mérhetd kiilonbozo kardiovaszkularis és cerebrovaszkularis
korképekben és a cukorbetegségben is [S1-54].

A vvt-k deformabilitisa lehetévé teszi a keringés soran fellépd nyiroerdknek
megfeleld alakvaltoztatast, a kapillarisokon valo athaladast. A deformabilitdst nagyban
befolyasolja a vvt morfolégidja, a vvt belsd viszkozitasa, a membranstrukturdja, a feliilet-
térfogat ardny. Az emlitett tényezOket szdmos genetikai és kornyezeti faktor (pl. oxidativ

stressz) megvaltoztathatja [55].

3.2. Hemoreologiai valtozasok szivelégtelenségben

A periférias erek és a koronaridk komplex kérosodasa szivelégtelenségben a

besziikiilt keringésen, a sériilt szabalyoz6 mechanizmusokon és egy¢b, a fentiekben mar leirt
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folyamatokon (ROS, gyulladdsos citokinek) tul részben a hemoreoldgiai faktorok koros
valtozasainak tudhat6 be. A kedvezdtlen reoldgiai folyamatok révén csokken az oxigén
utilizacid, mely hozzajarul a szivelégtelenség tlineteinek fokozodasdhoz és a betegség
progressziojahoz [56-58].

A vvt aggregaci6 és deformabilitds a szervezet egészében fontos faktorai a kapillaris
szintli keringésnek, beleértve természetesen a koronaridk mikrocirkulacids keringését is.
Szamos mas klinikai allapothoz hasonléan (pl. koszortér betegség, cukorbetegség, vénas
trombembolia), szivelégtelenség esetén is fokozodik a vvt aggregacid, mely negativan
befolyasolja a vér aramlési tulajdonsagait. A fentiek alapjan a vvt aggregacio csokkentése a
kardiovaszkuldris betegségek szempontjabdl pozitiv hatassal birhat [45,59-61]. Ezen
talmenden, amikor szivelégtelenségben a vaszkuldris autoregulacids tartalék kimeriil, a
koros hemoreologiai eltérések - amelyek egészséges egyéneknél konnyen kompenzalhatok
— még inkabb karos hatasokat eredményeznek. Rdadasul, a reoldgiai tényezdk kedvezétlen
valtozasait joval kordbbi, a kardiovaszkularis betegségek klinikai manifesztacidja elotti
stadiumban is leirtdk mar [57,58,62].

Fontos kiemelni, hogy a vvt-k kifejezetten érzékenyek az oxidativ stresszre, mivel
gyakorlatilag az elsé vonalban érintkeznek a karos stimulussal, mely kedvezdtlen
morfoldgiai, funkciondlis és metabolikus valtozasokat eredményez az eritrocitdkban [63].
Az aggregéacido ¢és a deformabilitas a celluldris tulajdonsdgok mellett nagyban fiigg a
sejtkornyezet mechanikai és fiziko-kémiai tényez6itdl (pl. fibrinogén, nagy molekula sulya
globulin jelenléte) melyekre a fent emlitett kedvezotlen folyamatok szintén komoly hatéssal

birnak [64].
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IV. Célkituzések

A disszertacio alapjaul egy sajat tervezésl, egycentrumos, kettdsvak, randomizalt,
placebo-kontrollalt humén klinikai vizsgalat szolgélt. A vizsgalat soran eldre tervezett
modon, ugyanazon betegpopuldcion két eltérd kérdésre kerestiik a valaszt, melyet két
tudomanyos kdzlemény formajaban publikaltunk.

Vizsgalatunk egyik f0 célkitlizése a RES hatdsainak vizsgalata volt a betegek
kardialis funkcidjara, kiemelten a bal kamra funkciora, emellett tanulméanyoztuk a betegek
terhelési kapacitasat, ¢letmindségét, a specifikus biomarkerek valtozasait, valamint a
gyulladésos folyamatok alakuldasat RES kezelés mellett csokkent szisztolés bal kamra
funkcioval jaro szivelégtelenségben.

Tanulményunk sordan kiemelt célunk volt egy alvizsgalat formajaban azon
hipotézisiink igazoldsa, hogy a RES kedvezden befolyasolja a hemoreoldgiai paramétereket,
ezaltal a mikrocirkulacids keringést csokkent szisztolés bal kamra funkcioval rendelkezd
szivelégtelen populdcioban. A hemoreoldgiai paraméterek kozil htc, plazma és teljes vér
viszkozitas, vvt aggregacio és deformabilitds meghatarozasa tortént, emellett dsszefliggést

kerestiink a vizsgalt paraméterek ¢€s a betegek terhelhetdsége kozott.
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V. Eszkozok és Modszerek

1. A tanulmany felépitése, a vizsgalt betegpopulacio jellemzoi

A disszertacio alapjat képezd egycentrumos, kettdsvak, randomizalt, placebo-
kontrollalt, sajat tervezésti human klinikai vizsgalat strukturdjat a 3. abra foglalja dssze. A
vizsgélat elvégzése a Helsinki Deklaracio (1996), az ICH-GCP (International Conference on
Harmonization Good Clinical Practice), valamint a hazai és azon belil a helyi
szabalyozasokkal harmonizalva tortént. A protokollt a Pécsi Tudoméanyegyetem Regionalis
Kutatéasetikai Bizottsaga jovahagyta (protokoll engedély szama: 5830). A vizsgalatba torténd
bevonaskor a betegek irdsos beleegyezésiiket adtak.

Munkank soran 60 olyan ambulans beteg (€letkor: 66,7+2,01 év, 17 n6 and 43 férfi)
keriilt bevonasra 2016.03.01 és 2017.11.30 kozott, akiknél csokkent szisztolés bal kamra
funkcioval jaro szivelégtelenség (ejekcios frakcio 40% alatti) igazolddott €s funkcionalis
stadiumuk a NYHA II-III osztalynak felelt meg. A résztveviket két csoportra randomizaltuk
(RES csoport és placebo csoport): az egyik dgon (n=30 f6) 100 mg (2x50 mg) RES
kapszulat, mig a masik agon placebot kaptak (2x1 kapszula) a betegek 3 honapon keresztiil.

A vizsgalat soran elsOként randomizaciés, majd 3 honap mulva zardvizit tortént,

emellett egy kozbiilsd, 1. honapos vizitet is beiktattunk. A mérési modszereket a vizsgalat
tervezése soran elére meghataroztuk, utélagos protokoll médositas nem tortént.
A vizitek alatt egyfeldl onbevallas, masfeldl a visszahozott dobozok maradék kapszuldinak
atszamolédsa alapjan ellendriztiik a betegek egylittmikodését (,,compliance”). Fontos
kiemelni, hogy a résztvevok gydgyszerelésében az utankovetés alatt nem tortént valtozas (2,
tablazat), valamint végig stabil klinikai allapotiak voltak (szivelégtelenség miatti
hospitalizacio nem volt az utankdvetés sordn).

Mind a RES, mind a placebo kapszulat az ARGINA Kft-t6l (Fot, Magyarorszag)
szereztiik be. A felhasznalt RES kapszula a kereskedelemben is szabadon beszerezhetd, a

forgalomba hozatalra hivatalos engedéllyel rendelkezik.
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Sziirés és a
betegek bevonasa

1

60 ambuldns HFrEF (EF<40%) beteg
NYHA-II-11I, iszkémids/nem iszkémias etioldgia: 34/26
életkor: 66.7+2,01 év, 17 n6 and 43 férfi
véltozatlan OMT kezelés

Randomizéacio

Rezveratrol ag (n=30) Placebo ag (n=30)
l Kiinduldsi mérések elvégzése l

2x50 mg RES kapszula 2x50 mg placebo kapszula
3 hénapon at 3 hénapon at

\/

Zarovizit
kontroll mérések
(3. hénap végén)

3. dbra. A vizsgalat felépitése.

2. Bevalasztasi és kizarasi kritériumok

A bevalasztasi és kizarasi kritériumokat a 1. tablazatban ismertettilk. A bevonas
alapjat a 40% alatti ejekcios frakcioval rendelkezd, stabil szivelégtelen betegség képezte. A
6 kizarasi kritériumok ko6zé tartozott a randomizacié eldtt 30 napon beliil bekovetkezett
kardiovaszkularis vagy cerebrovaszkularis esemény, valamint ugyancsak 30 napon beliil
elvégzett jelentds sebészeti/invaziv/intervencios beavatkozas. Emellett nem keriiltek
bevonasra a beszlkiilt vesefunkcioval (becsiilt glomerulus filtraciés rata (eGFR) <20
mL/1,73 m*/perc) vagy karosodott majfunkciéval (GOT vagy GPT > 2x a normal értéknek)

rendelkez0 betegek sem.
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1. tablazat. Bevalasztasi és kizarasi kritériumok.

Bevalasztasi kritériumok Kizarasi kritériumok
o Stabil szivelégtelen beteg e 3 honapon beliili hospitalizacié
e Bal kamra EF <40% e LVEF >40%
e NYHA II-III funkcionalis osztaly e NYHA IV funkcionalis osztaly
e NT-proBNP szint >125 pg/ml e 18 év alatti vagy 85 év feletti életkor

e OMT kezelés az aktualis “ESC

iranyelvek” alapjan o  Erzékenység a kapszula barmely

) Osszetevojére
e Alairt beleegyezd nyilatkozat )

e A randomizaci6 el6tt 30 napon beliili
szivsebészeti vagy intervencios
beavatkozas

e  Szisztolés vérnyomas >180 Hgmm vagy
<90 Hgmm, illetve diasztolés vérnyomas
>90 Hgmm

e Szivfrekvencia >110/perc vagy <50/perc

e eGFR <20 mL/1,73 m?/perc

e  Mjjfunkcios eltérés (GOT vagy GPT > 2x
a normal érték fels6é hataranak
kiindulaskor)

e  Adott idoben mas klinikai vizsgalatban
torténd részvétel

eGFR: becsiilt glomerularis filtracios rata; ESC: Eurdopai Kardiologusok Tarsasaga); EF: bal kamra ejekcios
frakcio; GOT: glutamat-oxalacetat-transzaminaz; GPT: glutamat-piruvat-transzaminaz; NT-proBNP: B-tipust
natriuretikus peptid N-termindlis prohormonja; NYHA: a szivelégtelenség funkciondlis beosztasa; OMT:
optimalis gyodgyszeres kezelés.

3. A betegek epidemiologiai jellemzo6i

A bevont betegek csoportokra bontott kiindulési jellemzdi a 2. tablazatban keriiltek
ismertetésre. Demografiai szempontbol €s a szivelégtelenség etiologidja tekintetében a RES
¢s a placebo csoport kozott nem volt szignifikdns kiilonbség.

A résztvevok a bevonaskor az Eurdpai Kardiologusok Tarsasdga (ESC) aktualis
szivelégtelenség kezelési irdnyelvei szerinti kezelésben részesiiltek, a HFrEF-nél elfogadott
optimalis gyogyszeres terapiat alkalmaztuk, mely magéaban foglalta az ACE-gatlok, az ARB-
k, a béta-receptor blokkolok, az MRA-k ¢és bizonyos esetekben az ivabradin alkalmazasat.

ARNI kezelésben a bevont betegek koziil ekkor még senki nem részesiilt [1].

17



2. tablazat. A betegek epidemiologiai jellemz6i az egyes csoportokban.

Rezveratrol Placebo
(n=30) (n=30)

Eletkor (év) 65,81+1,91 67,53+2,12
Nem 22 (73%) 21 (70%)
Ejekcios frakcio (%) 30,06+1,04 31,70+1,27
NT-proBNP (pg/ml) 29984507 31394446
Szérum kreatinin (umol/l) 99,77+4,42 104,47+4,82
Szisztolés vérnyomas (Hgmm) 132,47+3,4 128,77+3,8
Diasztolés vérnyomas (Hgmm) 79,10+2,33 80,13£2,66
Szivfrekvencia (iités/perc) 72,20+2,75 76,93+2,5
Etiolégiai faktorok
Iszkémias szivbetegség 17 (56,7 %) 17 (56,7 %)

Nem iszkémias eredet (alkohol,
kemoterapia, miokarditisz)

Riziké faktorok, tirsbetegségek
Magasvérnyomas-betegség
Cukorbetegség

Dohanyzas

Tiidébetegségek (asztma, COPD)
BMI (kg/m?)

Célfrekvencia (<70/min)
Pitvarfibrillacié

Gyoégyszerek
ACE-gatl6/ARB
Béta-receptor blokkoldé
MRA

Ivabradin

Vizhajték
Kacsdiuretikumok (furoszemid,
etakrinsav)

Tiazid vagy tiazid-szeri
diuretkumok (hipotiazid,
indapamid)

Eszkozos kezelés
CRT-P/D
ICD

13 (43,3 %)

22 (73,0%)
13 (43,0%)
11 (36,0%)
7 (23,0%)
29,3+0,9
23 (76,7%)
7(23,0%)

28 (93,0%)
29 (97,0%)
23 (76,7%)
6 (20,0%)

27 (90,0%)

8 (27,0%)

9 (30,0%)
4 (13,0%)

13 (43,3 %)

23 (76,0%)
14 (46,0%)
8 (27,0%)
8 (27,0%)
30,4413
20 (66,7%)
10 (33,3%)

29 (97,0%)
28 (93,0%)
21 (70,0%)
6 (20,0%)

28 (93,0%)

9 (30,0%)

7 (23,0%)
3 (10,0%)

Az értékeket atlagt SEM formaban adtuk meg. A RES és a placebo csoport kozott nem volt szignifikdns
kiilonbség kiindulaskor a fenti paraméterek tekintetében. ACE-gatld: angiotenzin-konvertaldé enzim gatlo;
ARB: angiotenzin receptor blokkold; BMI: testtomeg index; COPD: kronikus obstruktiv tiidobetegség; CRT-
P/D: kardialis reszinkronizacios kezelés pacemakerrel/defibrillatorral; ICD: implantalhaté kardioverter
defibrillator; MRA: mineralokortikoid-receptor antagonista; NT-proBNP: agyi natriuretikus peptid N-

terminalis prohormonja.
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4. Az elvégzett vizsgalatok iitemezése

A betegek bevondsakor, valamint a 3. honap végén fizikalis vizsgalat, vérnyomas ¢és
testsuly meghatarozas, EKG, szivultrahang vizsgalat, 6t MWT, labordiagnosztika, biokémiai
mérések és 1égzésfunkcids vizsgalat tortént, emellett a betegek egy €letmindségi kérddivet
is kitoltottek. Az emlitett O vizit idopontok kozé az 1. honap végén egy kozbiilso, ellendrzd
mérést is beiktattunk, mely soran fizikalis vizsgalatot, vérnyomas és testsuly meghatarozast,
EKG-t, valamint labordiagnosztikat végeztiink (3. tablazat).

A vérmintakbdl elvégzett specialis hemoreoldgiai mérések szintén a randomizacid
napjan, majd 3 hoénappal késébb, a vizsgalati periodus végén torténtek. A hemoreologiai
mérések kiegészitéseként mindkét csoport kiindulési értékeit egy életkorban megegyezd
(életkor: 67,15+1,01 év, nd/férfi: 11/9) olyan kontroll csoporthoz hasonlitottuk, melyben a
betegeknél nem volt jelen szisztolés tipusu szivelégtelenség (EF>50%), emellett legfeljebb
kozepes kardiovaszkularis rizikdcsoportba tartoztak. Erre azért volt sziikség ezen mérések
kapcsan, mivel egyes reologiai paraméterek (vvt aggregacio ¢és deformabilitas) esetében
nincs elfogadott referencia tartomany, igy a kapott értékeket mindig egymashoz
viszonyitjuk, esetiinkben a kontroll csoportnak egy hasonl6 rizikoprofillal rendelkezd, de
nem szivelégtelen beteganyagot alkalmaztunk azt bizonyitva, hogy szivelégtelenség esetén

romlanak a vizsgalt paraméterek.

3. tablazat. A vizsgalatok iitemezése.

Kiindulasi vizit 1. honap 3. hénap

Fizikalis vizsgalat
Vérnyomasmérés

12 elvezetéses EKG készités
Vérvétel és labordiagnosztika
NT-proBNP szint meghatarozas
mRNS analizis

ANENENEN
AN

Szivultrahang vizsgalat
6MWT

Eletminéség kérdéiv (EQ-5D)
Légzésfunkcios vizsgalat

A AR NN N N N NENEN
N AN NN NN NN

Hemoreoldgiai mérések

EKG: elektrokardiografia, EQ-5D: “Euro quality of life” — 5 pontos ¢életmindség kérddiv, NT-proBNP:
B-tipusu natriuretikus peptid N-terminalis prohormonja, mRNS: hirvivé (“messenger”) ribonukleinsav,
6MWT: 6 perces jarasteszt.
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5. Statisztikai analizis

Statisztikai elemzés céljabol az SPSS statisztikai program 25. szamu verziojat
hasznaltuk. Miutdn az ¢értékek normalitds vizsgalatat Kolmogorov-Smirnov teszt
segitségével elvégeztiik, a kiindulasi és 3 honapos adatokat kétmintds Student féle t-
probaval, valamint egyiranyt ANOVA (Greenhouse-Geisser korrekciodt alkalmazva) teszttel
értékeltiik. Az adatokat atlag + S.E.M. formaban adtuk meg. A valtozasokat p<0,05 értéknél
tekintettiik szignifikdnsnak. A csoportok homogenitasat Levene’s féle F-teszttel
ellendriztiik. A betegek ¢letmindség kérddivben feltart valtozasainak elemzésére a
nonparametrikus Friedman-tesztet (a mintak post hoc elemzése Wilcoxon teszttel tortént)
alkalmaztunk. A reologiai paraméterek €s a jarastavolsag kozotti dsszefiiggéseket Pearson-

féle korrelacioval vizsgaltuk.

6. Vizsgalati modszerek

6.1. Vérnyomasmérés, testsuly meghatarozas

A betegek testsuly és vérnyomas paraméterei a randomizécio, az 1. honapos és a 3.
honapos vizitek soran kerliltek meghatarozasra. A testsilyméréshez egy kiemelt mindségu,
kalibralt digitalis mérdeszkozt hasznaltunk (CAS PB-150 digitalis mérleg, CAS
Corporation, Tustin, Kanada). A vérnyomasértékeket automata vérnyomasmérével
detektaltuk 5 perc nyugalmat kdvetden valamely felkarra, a sziv magassagaban elhelyezett
mandzsetta segitségével (OMRON M2 Intellisense, Japan). A mérési metodikat az aktualis
eurdpai hipertoénia kezelésre vonatkozé iranyelvek (ESC/ESH) alapjan dolgoztuk ki és
alkalmaztuk [65].

6.2.  Vérvétel, labordiagnosztika

A laboratoriumi analizist 12 6ras ¢homi allapot mellett, a kubitalis vénabol vett
vérmintabol végeztiik. A mintdkbol NT-proBNP, lipid profil (&sszkoleszterin, LDL-
koleszterin, HDL-koleszterin, triglicerid), Troponin T, glikéalt hemoglobin (Hgbaic), szérum
albumin, vese- €s majfunkcio, szérum vas profil, valamint kvantitativ és kvalitativ vérkép

meghatdrozasa tortént a PTE Klinikai Kézpont Laboratoriumi Medicina Intézetében.
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Néhany specidlis paraméter (Galectin-3, IL-1, IL-6) analizisét ELISA modszer
segitségével végeztiik a PTE Szentdgothai Janos Kutatokdzpontban. Ezen vérmintak EDTA
¢s proteaz inhibitor tartalma vérvételi csévekbe keriiltek legylijtésre. A Galactin-3 szint
(Invitrogen™ Human Galectin-3 ELISA Kit, Thermo Fisher Scientific, EHLGALS?3), illetve
az IL-1 (Invitrogen™ Human IL-1 R4 ((IL1RL1)) ELISA Kit, Thermo Fisher Scientific,
EHIL1RLT) és IL-6 (Invitrogen™ Novex IL-6 Human ELISA Kit, Thermo Fisher Scientific,
KHCO00612.3.3.) citokin szinteket enzim “immunoassay” technikaval detektaltuk.

6.3.  Szivultrahang vizsgalat

A sziv morfologiai és funkcionalis paramétereinek meghatdrozasdhoz hasznalt
transztorakalis echokardiografidval torténd méréséket a kiinduldskor és 3 honapos kezelést
kovetden végeztiik el. A képalkotdshoz GE Vivid E9 ultrahang késziiléket hasznaltunk (GE
Healthcare, Chicago, Illinois, USA). Méréseink soran paraszternalis hossz- ¢és
keresztmetszeti, valamint csucsi kettd-, harom- és négyliregi metszetek kertltek
detektalasra. Metodikai szempontb6ol M-mod, 2D, 3D, folyamatos hullamu, pulzatilis és
szoveti Doppler technikdkkal hataroztuk meg a bal kamrai ejekcios frakcidt (EF), a bal
kamrai és pitvari atmérdket (mm) és volumeneket (ml), a diasztolés funkciot (E/A, E/e’), a
globalis longitudindlis “strain”-t (GLS, %), a falvastagsagokat (mm) és a jobb szivfél
paramétereket. Az EF két kiilonb6z6 modszerrel lett mérve az értékek onvalidalasa céljabol
(Simpson- €s Quinones-formula). A bal kamrai volumeneket 3D volumetrids modszerrel,
mig a bal pitvari volumeneket 2D Simpson mérésekkel hataroztuk meg. A szdveti Doppler
technikaval mért e’ értékek a septalis €s a lateralis annuluszon tértént mérések atlaga alapjan
lettek megadva. A méréseket ugyanazon 2 expert vizsgalo végezte az intra- €s interobszerver
variabilitas csokkentése céljabol, azonban a kezelés tekintetében minden esetben vakok
voltak, tehat nem tudtak, hogy a beteg a RES vagy a placebo agon van. A mérések sordn
felvett echokardiografidas paraméterek analizisét utdlagosan a GE Healthcare EchoPAC

(verzio: 202) szoftver felhasznalasaval végeztiik el.

6.4. Terhelhetoség vizsgalata (6 perces jarasteszt)

A 6MWT egy szubmaximalis terheléses teszt, mely sordn a 6 perc alatt teljesitett
jarastavolsagot mérjik. A mérések az ATS (American Thoracic Society) ajanlasoknak

megfelelden egy széles folyoson kijelolt 30 m hosszu szakaszon torténtek az intézetiinkben.
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A méréseket megeldzden a résztvevok 10 percig nyugalmi helyzetben maradtak, majd magat
a tesztet egy asszisztensnd végezte, aki nem ismerte, hogy az adott beteg milyen kezelésben
részesiil. A teszt 6 percig tartott, korabban csak abban az esetben allitottuk le, ha a beteg
valamely okbol nem tudott tovabb sétalni (nehézlégzés, faradtsag, mellkasi fajdalom stb.),

ekkor az addig megtett tdvolsagot rogzitettiik [66].

6.5. Légzésfunkcios vizsgalat

A spirometria a rutin klinikai gyakorlatban széles korben hasznalt modszer a tiido
funkcionalis allapotanak felméréséhez. Leggyakrabban a mellkassebészetben, valamint
pulmonologiai betegségek (pl. COPD) diagnosztikdjaban alkalmazzak. Jol ismert, hogy a
szivelégtelenség komoly hatdssal van a tiidé funkcionalis allapotara, mely mind az
obstruktiv (pl. FEV csokkenés), mind a restriktiv paraméterek kedvezotlen valtozaséban is
megnyilvanulhat [67].

A pulmondlis funkciondlis paraméterek detektalasdhoz PISTON PDD 301/s
spirométert (Piston Kft., Budapest, Magyarorszag) alkalmaztunk, a méréseket a
randomizéci6 napjan, illetve a 3 honapos kezelés utan végeztiik el.

A mérési procedira soran a beteg orrat csipesszel szoritottuk le (az orron at torténd
levegd aramlas megakadalyozasa), a szajukba helyezett csutora mogé pedig baktériumfiltert
helyeztiink fel a megfeleld higiénia elérése céljabol. A mérési periodust egy nyugodt ki- és
belégzési szakasz eldzte meg (felkésziilés szakasza), majd egy gyors, forszirozott belégzést
kovetden a forszirozott kilégzés kovetkezett, mely sordn a betegek maximalisan belégzést
végezek, majd minél nagyon erdvel és sebességgel kellett kifujniuk a tiidejiikben 1&vo
levegdt. A 6 paramétereket az elfogadott referencia tartoméanyok szazalé¢kaban adtuk meg.
Meghatéaroztuk a forszirozott vitalkapacitast (forced vital capacity, FVC), a forszirozott
kilégzési volumeneket és azokbol szarmaztatott paramétereket (forced expiratory volume,
FEV1; FEV1/FVC arany stb.), valamint maximalis kilégzési &ramlasok volumeneit (maximal
expiratory flows - MEF 25%; MEF 50%; MEF 75%) és a belégzési vitalkapacitast
(inspiratory vital capacity, IVC).

6.6.  Eletmindség kérdéiv

A szivelégtelenségben szenvedd beteget ¢életmindségét (quality of life, QoL)

leginkabb a fennalld tlinetek sulyossidga befolyasolja. Az életmindség Osszességében
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rendkiviil jo prediktornak szdmit a betegség mortalitdsa és a korhazi hospitalizacio
tekintetében. A vizsgalatban résztvevd betegek ¢életmindségének felméréséhez az 5 pontos
“Euro Qol five dimension” (EQ-5D) kérddivet hasznaltuk. Az egészséggel kapcsolatos
¢letmindség kérddivek kozott az egyszeriisége, az értékelhetdsége ¢és a konnyl
értelmezhetdsége miatt az EQ-5D széleskorben alkalmazott és elfogadott. Minddssze 5
teriilettel kapcsolatban tesz fel kérdést (mozgékonysdg, Onellatds, szokdsos napi
tevékenység, fajdalom/diszkomfort érzet, szorongés/depresszid érzes), ezeken beliil pedig a
sulyossagnak 3 szintli 1épcsdjét szabja meg (nincs probléma- 2 pont, jelen van némileg a
probléma - 1 pont, jelentds a probléma- 0 pont). Rdadasul a fentieken tul a betegek egy
vizualis analog skalan (VAS) 0-t6l (a lehetd legrosszabb egészségi allapot) 100-ig (a lehetd
legjobb egészségi allapot) el tudjak helyezni az aktudlis egészségi allapotukat [68], igy a
vizsgalat egy késObbi szakaszaban egy kivaldo szubjektiv Osszehasonlitasi alap all

rendelkezésiinkre.

6.7. mRNS izolalas, mRNS szekvencia katalogizalasa és RNS szekvenalas

Az RNS allomany tisztitasa teljes vérbdl tortént “QIlAamp RNA Blood Mini Kit”
felhasznalasaval. Az RNS purifikdcidja soran eldszor az vvt-k szelektiv lizise, majd a
fehérvérsejtek centrifugaldssal torténd eltavolitdsa tortént. A fehérvérsejteket ezutan erdsen
denatural6 korilmények kozott lizaltuk, ezaltal inaktivaltuk az RNazokat, mellyel lehetové
tettiik az ép, tiszta RNS-ek izolalasat. A lizatum homogenizalasa utan egy rovid centrifugélés
tortént specialis centrifugald oszlopon (QIAGEN), majd etanolt adtunk a mintdhoz a
kotédési feltételek optimalizalasdhoz, ezt kdvetden folytattuk a centrifugéalast. A folyamat
soran az RNS egy rovid centrifugéalasi periddus utan egy szilicium-dioxid membranhoz
kotédik. A szennyezddések lemosdsat kovetden az RNS-t legalabb 30 ul RNéaz-mentes
kozegben tudtuk eluélni.

Az RNS koncentracido méréséhez Qubit 3.0 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) fluorométert
alkalmaztunk. Az RNS mindségét “Agilent 2100 Bioanalyzer” segitségével “RNA 6000
Nano Kit” (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) felhasznaldséval ellendriztiik. A
fenti folyamatok sordn kivalé mindségii (RIN>8) RNS kaptunk, majd dolgoztunk fel az RNS
konyvtar elokészitéséhez. A tovabbi preparalasi folyamatot is szigora szabalyok
(IlluminaTruSeq® Stranded Total RNA Sample Preparation Guide) betartdsa mellett

végeztik.
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6.8. RNS szekvenalas adatainak feldolgozasa és elemzése

A FASTQ formatumu szekvencia fajlokat a “CLC Genomics Workbench” (CLC Bio,
12-es verzid, Hilden, Németorszdg) programba importaltuk. A koztes szekvenciakat,
illetveaz alacsony mindségli és a kétértelmi bazisokat kivagtuk. Az feldolgozott
szekvencidkat a GRCh38 huméan genom adatbdzis génrégidihoz és transzkriptumaihoz
igazitottuk.

A génexpresszios kiilonbségeket a mindkét agon elemeztiik, a kiindulasi és a 3. honapos
expresszios értékeket 6sszehasonlitottuk. Az eltéréen expresszalodo géneket (differentially
expressed genes, DEGs) kisziirtiik, FC (threshold of fold change) >1,5 f616tti hatart megadva
(p érték <0,05). A génexpresszids valtozasokat hotérképen abrazoltuk, melyhez a “CLC

Genomics Workbench 12” program volt a segitségiinkre.

6.9. Hemoreoldgiai mérések

6.9.1. Vérvétel

A mérések elvégzése céljabol 2 alkalommal tortént vérvétel: az elsé alkalommal a
randomizacio napjan, a masodik alkalommal pedig a 3 honapos kontroll soran.

A vérmintak levétele a kubitalis vénakbol tortént 12 6ra éhezést kdvetden. A 21 G-s
Vacutainer szarnyas tlivel vett mintdkat 2x6 ml-es EDTA tartalm vérvételi csovekbe

gylijtottiik.

6.9.2. A vizsgalt hemoreoldgiai paraméterek

Hemoreologiai méréseinket a mintavételeket kovetd 2 oran belil elvégeztik. A
vérmintakbol a kovetkezd hemoreoldgiai paraméterek keriiltek meghatarozasra: hte, VV,
PV, vvt aggregacio és deformabilitds. A PV és VV meghatarozasa, valamint a LORCA-val
végzett tesztek 37°C-on torténtek, a tobbi vizsgalatot szobahdmérsékleten (22 + 1°C) végeztiik
[69].

6.9.3. Hematokrit meghatarozas

A htc meghatarozédsa “Haemofuge” (Heraeus Instruments GmbH, Osterode,

Németorszag) kapillaris centrifugaval tortént szobahdmérsékleten (22+1°C) [69].

24



6.9.4. Plazma és teljes vér viszkozitas mérése

A PV ¢és VV meghatarozasa Hevimet 40 kapillaris viszkométerrel tortént (Hemorex
Kft., Budapest, Magyarorszag). A plazma kinyeréséhez a vért 1500 g-n 10 percig
centrifugdltuk. A miszer a mérécsovon atfolydo 620 pl folyadék sebességvaltozasat
detektalja fotoelektromos érzékeldk segitségével, az aramlasi gorbébdl pedig az egyes
viszkozitas értékek kiszamithatéoak. A VV értéket 90 s™! nyirofesziiltségen adtuk meg. A

mérések 37 °C-os homérsékleten torténtek [49].

6.9.5. Vorosvértest aggregacio mérése

A vvt aggregacidé mérését LORCA aggregométer (Laser-assisted Optical Rotational
Cell Analyzer; R&R Mechatronics, Hoorn, Hollandia) segitségével végeztiikk. A mérés soran
1 ml oxigenizalt vért a miszer mozgasban 1évé kiilsé €s allo belsé cilindere kozé
pipettaztunk. A kiils6 cilinder meghatarozott sebességgradiensii forgd mozgasa révén a vvt-

ket nagy nyiroerdvel (500 s™!) diszaggregilja, majd a nyiras hirtelen nullira zuhan. A

crer

crer

index-el (Al) jellemezhetjiik, mely az 1d6 és a vvt aggregatumokrol visszaverddo 1ézerfény
intenzitas csokkenése altal a syllectogrammon kirajzolt gorbe aggregacids fazisanak
(diszaggregacid utani elsé 10 masodperc) a teljes mérési idohoz (2 perc) viszonyitott gorbe
alatti teriilete. Tovabbi meghatarozhat6 paraméter a t'%, ami a maximalis aggregacio felének
eléréshez sziikséges id6. A kiiszob nyirasi sebességgradienst (y: gamma (s7)) szintén
a mintat diszaggregalja, majd az intenzitasvaltozas (dI) mérése torténik [70].

A vvt aggregici6 masik modszerrel torténéd meghatdrozdsdhoz Myrenne
aggregométert (MA-1 Aggregometer, Myrenne Ltd., Németorszdg) hasznaltuk, mely a
Schmid-Schénbein-féle fény transzmisszids elv alapjan mikddik. Az eszkoz a 600 s™!
nyirasnak kitett vvt aggregatumokat diszaggregélja, majd a nyiras mértéke hirtelen nullara
(M mod) vagy alacsony nyirderére (M1 mod) csokken. Az adott nyirderén meglévd
aggregacio mértékét az aggregacios index (M, M1) jelzi, melyet a miiszer a fényintenzitas

gbrbe elsé 10 masodpercének gorbe alatti teriiletébdl szamit ki [71].
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6.9.6. Vorosvértest deformabilitas mérése

A deformabilitds meghatarozasahoz hasznélt ektacitometria (LORCA lézer
diffrakcios ektacitométer) soran 25 ul-nyi vért szuszpendaltunk 5 ml magas viszkozitasu
(32.6 mPas) polivinilpirrolidon (PVP) oldatban. A berendezés 0,3 Pa-t6l 30 Pa-ig, 9
kiilonboz6 nyirofesziiltségen deformalja a mintat és 1ézer diffrakcios képen szemlélteti. A
mérés soran a lézerfény diffrakciot szenved a megnytlt vvt-ken, és az igy nyert ellipszis
alaka diffrakcios képbdl a deformabilitds mértékét jellemzd elongacids index (EI)
kiszamolhato az alabbi képlet szerint: (A-B)/(A+B), ahol A az ellipszis hosszabb atmérdje,
B pedig a rovidebb atmérdje. A mérések 37 °C-os hdmérsékleten torténtek. A mért értékeket
Lineweaver-Burke non-linedris egyenletbe is beillesztettilk, mely soran meghataroztuk
teoretikusan a végtelen nyirofesziiltséghez tartozo elongacios indexet (Elmax), valamint a
maximalis elongacio feléhez sziikséges nyirofesziiltséget (SS12) [72]. Sajnos a kalkulalt
értékek (Elmax, SS112) sokszor az elfogadhatdségi szint alatt voltak, amely torzitotta volna az
eredményeinket, a végsé értékelésnél a deformabilitds jellemzésére csak a “nyers”

elongécios paramétereket (EI) hasznaltuk fel.
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VI. Eredmények

1. A rezveratrol hatasai a vizsgalt laboratoriumi paraméterekre

A meghatarozott laboratoriumi paraméterek tekintetében 1 hoénapos kezelést
kovetden nem volt kimutathatod szignifikdns valtozas egyik csoportban sem a kiindulési
értékekhez képest (az értékeket nem tiintettiik fel). Nem volt tovabba szignifikans kiilonbség
3 honap utan a vesefunkcid, a majfunkcio, a kvantitativ €s kvalitativ vérkép tekintetében
egyik dgon sem a kiindulasi paraméterekkel 6sszevetve. A kardialis Troponin T-re, a vas
profil paramétereire és a Hgbaic értékeire ugyancsak nem volt kimutathaté hatassal a RES
kezelés a vizsgalati periddus sordn. Az dsszkoleszterin (4,74+0,22 mmol/l versus 4,52+0,24
mmol/l, p<0,05) és az LDL-koleszterin szintek (3,09+0,23 mmol/l versus 2,79+0,23 mmol/I,
p<0,05) szignifikansan alacsonyabbnak bizonyultak a RES csoportban a vizsgalat végén,
azonban a placebo dgon nem volt statisztikailag kimutathatd valtozds 3 hoénap utan a
kiindulasi értékekhez képest (4. tablazat). Ugyanakkor a HDL-koleszterin szint is csokkent
némileg a RES dgon a 3 honapos periddus végén (1,33+0,06 mmol/l versus 1,24+0,07

mmol/l, p<0,05).
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4. tablazat. A rezveratrol hatasa a vizsgalt laboratériumi paraméterekre.

Kiindulasi paraméterek 3. hénap
Rezveratrol Placebo Rezveratrol Placebo
Hgbaic (%) 6,37+0,18 6,70+0,24 6,38+0,20 6,67+0,23
Karbamid-nitrogén (mmol/l) 7,75+0,45 8,80+0,84 8,26+0,44 8,75+0,93
Szérum kreatinin (pmol/l) 99,77+4,42 104,47+4,82 102,1945,71 109,31+5,92
TC (mmol/l) 4,74+0,22" 4,15+0,23 4,52+0,24*# 4,04+0,28
HDL-C (mmol/l) 1,33+0,06 1,294+0,08 1,27+0,07* 1,254+0,06
LDL-C (mmol/l) 3,09+0,23% 2,51+0,21 2,79+0,23%# 2,414+0,23
Triglicerid (mmol/l) 1,91+0,20% 1,61+0,17 1,93+0,21% 1,57+0,22
GPT (IUN) 25,87+1,71 28,86+1,58 27,33£1,80 30,62+2,39
GOT (IuUNn) 22,73+£2,35 28,07£1,99 25,27+3,42 26,93+1,99
cTroponin T (ng/l) 23,26+3,13 23,60+2,56 22,25+2.71 25,5242 91
Szérum albumin (g/1) 44,20+0,56 44,82+0,53 45,45+0,58 46,05+0,51
Szérum vas (pumol/l) 15,11+1,10 14,27+1,13 15,54+1,08 14,83+1,02
Transf. sat. (%) 21,59+0,84 20,08+1,58 21,57+1,60 20,37+1,39
Szérum ferritin (ng/l) 151,1£19,61 148,2+18,46 138,5+20,52 133,6+15,85
CRP (mg/l) 4,66+0,50 5,33+0,83 4,23+0,67 4,94+0,73
FVS (GN) 7,41+0,33 7,73+0,37 7,04+0,29 7,78+0,35
Htc (%) 42,00£1,02 41,71+£0,90 41,69+1,06 41,89+0,94
Tet (G/1) 219,3£15,38 217,3£13,40 207,7€11,3 206,6+£10,90

Az értekeket atlagt SEM formaban adtuk meg. * = szignifikans kiilonbség a RES 4gon 3 hénapos
kezelést kovetden a kiindulasi értékekhez képest (p<0,05). # = szignifikans kiilonbség a RES és a
placebo csoport kozott (p<0,05). Kiindulasi paraméterek: a randomizacié soran mért értékek a RES
vagy placebo csoportban; 3. honap: mért értékek 3 honapos kezelést kovetden a RES vagy placebo
csoportban; CN: karbamid-nitrogén, CRP: C-reaktiv protein, cTroponin T: kardialis Troponin T, FVS:
fehérvérsejtszam, Htc: hematokrit, GOT: glutamat-oxalacetat-transzaminaz, GPT: glutamat-piruvat-
transzamindz, hematokrit, HDL-C: nagy denzitasu lipoprotein, Hgbaic: glikalt hemoglobin, LDL-C:
alacsony denzitasu lipoprotein, TC: &sszkoleszterin, Tct: vérlemezkeszam, Transf. sat.: transferrin
szaturacio.
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2. A gyulladasos paraméterek valtozasa rezveratrol kezelés mellett

Az akut fazis fehérjék (CRP, ferritin) szintje és a fehérvérsejtszdm nem valtozott
szignifikansan egyik agon sem a 3 honapos kezelés végén (4. tablazat). Ellenben az ELISA-
val meghatarozott IL-1 (95,61£17,74 pg/ml versus 140,65+24,04 pg/ml, p<0,05) és IL-6
(5,42+0,35 pg/ml versus 6,76+0,56 pg/ml, p<0,05) szintek szignifikdnsan alacsonyabbnak
bizonyultak a RES csoportban a placebo-val 6sszevetve 3 honapos vizsgalati periodus végén
(4. ébra).
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4. abra. A rezveratrol hatasa a gyulladasos citokinekre. Az értékeket atlag+ SEM formaban adtuk meg.

* = szignifikans kiilonbség a RES agon a placebo csoporthoz képest a 3. honap végén (p<0,05). Randomizacio:
a randomizacio soran mért értékek a RES vagy placebo csoportban; 3. honap: mért értékek 3 honapos kezelést
kovetden a RES vagy placebo csoportban.

3. A szivelégtelenség specifikus biomarkereinek valtozasa rezveratrol
kezelés mellett

Az NT-proBNP szintek eset¢ben nem volt kiilonbség a két csoport kozott a
randomizaciokor (2998+507 pg/ml versus 3139+446 pg/ml, NS), azonban a vizsgalat végén
mar szignifikansan alacsonyabbnak mértiik a RES 4gon az NT-proBNP értékeket a placebo-
val 6sszevetve (27604346 pg/ml versus 4054+577 pg/ml, p<0,05). Ezekbdl a valtozasokbol
arra kovetkeztetésre jutottunk, hogy a RES kezelés melletti allapotjavulds akadalyozhatja a
szivelégtelenség indukalta NT-proBNP emelkedést. Az NT-proBNP véltozéssal
parhuzamosan, a galectin-3 szintek (5,61+0,42 ng/ml versus 6,98+0,54 ng/ml, p<0,05)
esetén szintén szignifikans kiilonbséget mértiink a két csoport kdzott a vizsgalat végén (5.

abra).
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5. abra. A rezveratrol hatisa a szivelégtelenség specifikus biomarkereire. Az értékeket atlag+ SEM
formaban adtuk meg. * = szignifikans kiilonbség a RES agon a placebo csoporthoz képest a 3. honap végén
(p<0,05). Randomizacié: a randomizacioé sordn mért értékek a RES vagy placebo csoportban; 3. hénap: mért
értékek 3 honapos kezelést kovetéen a RES vagy placebo csoportban.

4. A BMI, a vérnyomas, a szivfrekvencia és az EKG paramétereinek
valtozasa rezveratrol kezelés hatasara.

A testtomegindex (body mass index, BMI) valtozasa nem valtozott szignifikdnsan
sem a RES (29,31£0,99 kg/m? versus 29,06+1,01 kg/m? NS), sem a placebo (31,04+1,46
kg/m? versus 31,34+1,39 kg/m? NS) 4gon a 3 honapos kezelés végén a kiindulasi értékekkel
Osszehasonlitva (5. tdblazat). Nem taldltunk tovabba szignifikdns valtozasokat az EKG
paraméterek, a vérnyomas ¢és a szivirekvencia értékek esetében sem az 1 hénapos (az

adatokat nem tiintettiik fel), illetve a 3 honapos mérésék esetében (5. tablazat).
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5. tablazat. A BML, a vérnyomas, a szivfrekvencia és az EKG f6bb
paramétereinek valtozasa rezveratrol kezelés mellett.

Kiindulasi paraméterek 3. honap
Rezveratrol Placebo Rezveratrol Placebo
Testsuly (kg) 85,53+3,09 89,97+5,06 84,77+3,19 90,80+4,77
BMI (kg/m?) 29,31 £ 0,99 31,04 + 1,46 29,06 £ 1,01 31,34+ 1,39

Szisztolés vérnyomas (Hgmm) 132,5+3,41 128,8+3,80 131,6+3,21 125,8+2,65
Diasztolés vérnyomas (Hgmm) 79,10+2,33 80,13+2,66 77,83+1,82 76,30+2,24

Szivfrekvencia (iités/perc) 72,20+2,75 76,93+2,50 70,04+2,87 70,73+£2,26
PQ (ms) 164,1+5,37 187,9+5,67 162,1+6,28 189,9+5,68
QRS (ms) 127,845,35 137,3+6,19 136,5+5,68 132,9+5,84
QTc (ms) 463,745,03 476,9+6,65 469,9+5,99 471,2+5,29

Az értékeket atlag + SEM forméaban adtuk meg. A RES ¢és a placebo csoport kdzott nem volt
szignifikans kiilonbség 3 honapos kezelést kdvetden. Kiinduldsi paraméterek: a randomizacid soran
meért értékek a RES vagy placebo csoportban; 3. honap: mért értekek 3 honapos kezelést kdvetden a
RES vagy placebo csoportban; BMI: testtomegindex (body mass index), PQ: PQ tavolsag az EKG-n,
QRS: a QRS komplexum szélessége az EKG-n, QTc: szivfrekvenciara korrigalt QT tavolsag az EKG-

5. A rezveratrol hatasa az echokardiografias paraméterekre

A vizsgalat kezdetén az echokardiografids paraméterek tekintetében nem volt
statisztikailag kimutathato kiilonbség a két csoport kozott. A két kiilonb6zé modszerrel
meghatdrozott szisztolés bal kamra funkcio szignifikans javuldst mutatott a vizsgalat végén
a kiindulasi értékekhez viszonyitva a RES csoportban (Quinones-formula: 29,19+1,04 %
versus 33,40+1,20 %, p<0,01 és Simpson-formula: 30,06£1,04 % versus 34,60+1,44 %,
p<0,01) (6. tablazat, 6. abra). Az EF-el parhuzamosan a bal kamrai verévolumen ndvekedése
¢s a bal kamrai végszisztolés volumen (LVESV) csokkenése is megfigyelhetd volt a RES
agon.

A diasztolés funkcio tekintetében az E/A (1,18+0,15 versus 1,54+0,19, p<0,05) és az E/e’
(15,55+1,43 versus 19,94+1,43, p<0,05) aranyok szignifikéns kiilonbséget mutattak a RES
¢s a placebo csoport kozott a 3 honapos kezelést kovetéen. A bal kamrai globalis

longitudinalis “strain” (GLS, %) szintén szignifikdnsan javult (-8,4040,62 % versus
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-9,58+0,73 %, p<0,05) a kezelt agon az kezelés végére a kiindulasi értékekhez viszonyitva.
A fentiekkel ellentétben a placebo agon szignifikans valtozas nem volt kimutathatd (6.
tablazat).

A bal pitvari végszisztolés volumen, a bal pitvari hossz, a jobb kamrai végdiasztolés
atmérd, a jobb kamrai végszisztolés atmérd és a jobb kamrai végdiasztolés volumen is
szignifikansan csokkent a RES 4gon a kiindulési értékekhez képest. Emellett a bal pitvari
végdiasztolés volumen, a jobb pitvari végszisztolés volumen, a vena cava inferior atmérdje
¢s a jobb kamrai funkciot jellemzé TAPSE is szignifikans kiilonbséget mutatott a két csoport

kozott 3 honap utan (7. tablazat).
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6. abra. A rezveratrol hatasai a bal kamrai szisztolés és diasztolés funkcidéra. Az értékeket atlag + SEM
formaban adtuk meg. * = szignifikans kiilonbség a rezveratrol 4gon 3 honapos kezelést kdvetden a kiindulasi
értékekhez képest (p<0,05). ** = szignifikdns kiillonbség a RES 4gon 3 héonapos kezelést kdvetden a kiindulasi
értékekhez képest (p<0,01). # = szignifikans kiilonbség a RES és a placebo csoport kozott a vizsgalat végén
(p<0,05). Randomizacid: a randomizacié soran mért értékek a RES vagy placebo csoportban; 3. hoénap: mért
értekek 3 honapos kezelést kovetden a RES vagy placebo csoportban. E: korai diasztolés kamrai telédési
sebesség; e’: mitralis annulusz felett mért korai diasztolés sebesség (septalis és lateralis annuluszon tortént
mérések atlaga); EF: ejekcios frakcio; GLS: globalis longitudinalis strain.
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6. tablazat. Bal kamrai echokardiografias paraméterek.

Kiindulasi paraméterek 3. honap
Rezveratrol Placebo Rezveratrol Placebo
EF (Quinones, %) 29,19+1,04 30,16+1,10 33,4041,20%* # 29,79+0,95
EF (Simson, %) 30,06+1,04 31,70+1,27 34,60+1,38%* # 30,41+1,36
LVIDd (mm) 65,50+1,55 62,83£1,12 65,09+1,44 62,62+1,12
LVIDs (mm) 54,87+1,67 51,90+1,06 52,88+1,62 51,67+1,06
LVEDYV (ml) 182,4+11,73 157,3+£7,92 176,7+10,05 160,1£8,01
LVESYV (ml) 129,0+9,37 106,7+5,80 116,3+8,00%* 111,4+5,60
SV (ml) 52,85+2,82 50,69+3,38 60,4643,13%* # 48,56+3,84
SW (mm) 11,47+0,28 11,83+0,31 11,43£0,29 11,83+0,31
PW (mm) 11,03+0,17 11,17+0,20 11,20+0,17 11,14+0,21
GLS (%) -8,40+0,62 -8,80+0,75 -9,58+0,73* # -8,45+0,75
E (m/s) 0,89+0,04 0,98+0,05 0,80+0,05* *# 1,00+0,05
A (m/s) 0,78+0,04 0,71+0,05 0,78+0,04 0,76+0,06
e’ (m/s) 0,05+0,002 0,05+0,003 0,06+0,003 0,05+0,003
E/A arany 1,26+0,12 1,5740,20 1,18+0,15" 1,54+0,19
E/e’ arany 17,65+1,31 19,32+1,21 15,55+1,43% 19,94+1,43

Az értékeket atlag + SEM formaban adtuk meg. * = szignifikans kiilonbség a RES agon 3 honapos
kezelést kdvetden a kiindulasi értékekhez képest (p<0,05). ** = szignifikans kiilonbség a RES
agon 3 honapos kezelést kovetéen a kiindulasi értékekhez képest (p<0,01). # = szignifikans
kiilonbség a RES és a placebo csoport kozott a vizsgalat végén (p<0,05). Kiindulasi paraméterek:
a randomizécié soran mért értékek a RES vagy placebo csoportban; 3. honap: mért értékek 3
honapos kezelést kovetéen a RES vagy placebo csoportban. A: késéi diasztolés kamrai telodési
sebesség; E: korai diasztolés kamrai telédési sebesség; e’: mitrdlis annulusz koradiasztolés
elmozdulasi sebessége (septalis és lateralis annuluszon tortént mérések atlaga); EF: ejekcios
frakcio; GLS: globalis longitudinalis strain; LVEDV: bal kamrai végdiasztolés volumen; LVESV:
bal kamrai végszisztolés volumen; LVIDd: bal kamra belsé atmérdje végdiasztoléban; LVIDs: bal
kamra bels6é atmérdje végszisztoléban; PW: hatso fal vastagsaga; SV: verévolumen; SW: septum
falvastagsaga.
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7. tablazat. Jobb kamrai, jobb pitvari és bal pitvari

echokardiografias paraméterek.

Kiindulasi paraméterek 3. honap
Rezveratrol Placebo Rezveratrol Placebo
RVIDd-kézépen (mm) 27,86+1,14 23,90+1,02 25,09+1,09 26,96+0,98*
RVIDd-bazalisan (mm) 37,43+1,43 34,14+1,10 34,83+1,12* 37,03£1,17*
RVIDs (mm) 30,34+1,21 29,43+1,26 28,00+1,05* 29,86+1,13
TAPSE (mm) 16,24+0,74 16,58+0,74 17,96+0,82% 15,76+0,63
LA hossztengely (mm) 64,03+1,68 64,21+1,25 61,79+1,72% # 64,17+1,14
LA rovidtengely (mm) 46,14+0,98 45,38+0,93 45,29+1,03 45,45+0,99
LA teriilet (cm?) 27,11+1,33 27,95+1,10 25,99+1,35 28,05+1,10
LAEDYV (ml) 59,96+5,24 63,68+4,21 50,74+3,14* 66,24+4.79
LAESYV (ml) 87,52+5,37 87,95+4,69 78,1243,99* # 88,00+4,92
RA hossztengely (mm) 58,34+2,13 58,59+1,63 56,72+2,28 60,10+1,65
RA rdévidtengely (mm) 41,34+1,21 41,00+1,11 39,86+1,37 40,31+1,04
RA teriilet (cm?) 21,20+2,12 21,28+1,30 20,08+2,09 21,56+1,33
RAEDYV (ml) 42 87+4,44 44,24+5,18 34,50+3,47* # 43,14+4,68
RAESV (ml) 54,63+5,15 60,23+5,53 49,32+3,50" 63,04+5,64
Vena cava inferior (mm) 16,08+1,01 17,38+0,97 15,24+0,89* 18,79+0,84

Az értékeket atlag + SEM formaban adtuk meg. * = szignifikans kiilonbség a RES agon 3 honapos
kezelést kdvetden a kiindulasi értékekhez képest (p<0,05). # = szignifikans kiillonbség a RES és a
placebo csoport kozott a vizsgalat végén (p<0,05). Kiindulasi paraméterek: a randomizacioé soran
mért értékek a RES vagy placebo csoportban; 3. honap: mért értékek 3 hoénapos kezelést kovetden
a RES vagy placebo csoportban. LA: bal pitvar; LAEDV: bal pitvar végdiasztolés volumen;
LAESV: bal pitvar végszisztolés volumen; RA: jobb pitvar; RAEDV: jobb pitvar végdiasztolés
volumen; RAESV: jobb pitvar végszisztolés volumen; RVIDd: jobb kamra bels6é atmérdje
végdiasztoléban, RVIDs: jobb kamra belsé atmérdje végszisztoléban, TAPSE: trikuszpidalis
annulusz kitérése szisztolé soran.

6. A rezveratrol hatasa a betegek terhelhetoségére

A 6 perces jarastavolsag szignifikans ndvekedését talaltuk a RES csoportban az
utdnkovetési periodus végén az kiinduldsi mérésekhez viszonyitva (275+19 m versus

298422 m, p<0,05), azonban a placebo agon érdemi valtozas nem volt észlelhetd (NS).
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7. A légzésfunkcios paraméterek valtozasai rezveratrol kezelés mellett

RES kezelés mellett szignifikdnsan javult a FVC az utankdvetés végén (75,38+
3,31% versus 79,27£3,07%, p<0,05). Egyéb exspiratorikus paraméter tekintetében nem
lattunk valtozast 3 honapot kovetden (8. tdblazat), azonban a belégzésben mért IVC szintén
novekedett RES kezelés mellett a vizsgalati periodus végére (83,85+3,65% versus
90,27+3,39%, p<0,05) a kiindulési értékekhez viszonyitva.

8. tablazat. A rezveratrol hatasa a 1égzésfunkcios paraméterekre.

Kiindulasi értékek 3. hénap
Rezveratrol Placebo Rezveratrol Placebo
FVC (%) 75,38+3,31 74,41+3,75 79,27+£3,07* 76,91+4,08
FEV1 (%) 64,67+3,22 65,10+3,67 67,38+3,00 65,90+3,98
FEV1/FVC arany (%)  89,79+1,84  94,63+2,18 89,29+2 .33 93,74+2,80
PEF (%) 56,50+3,01 55,91+3,67 57,13£3,28 59,09+3,89
FEF 25-75 (%) 55,92+3,79 55,50+3,80 55,81+£3,98 58,38+4,82
MEF75 (%) 58,50£3,60  56,68+3,50 60,85+3,99 60,90+4,33
MEF50 (%) 55,65+4,10  52,95+3,83 55,35+3,77 57,14+4,09
MEF25 (%) 52,35+4,30  55,95+5,16 53,23+4,73 56,21+4,94
IVC (%) 83,3543,65 81,32+3,60 90,27+3,39* 86,36+3,91

Az értékek atlagt SEM formaban keriiltek megadasra az egyénre kalkulalt (nem, életkor,
testsuly, testmagassag) referenciaértékek szazalékaban. * = szignifikans kiilonbség a RES agon
3 honapos kezelést kovetden a kiindulasi értékekhez képest (p<0,05). Kiindulasi paraméterek:
a randomizacidé soran mért értékek a RES vagy placebo agon; 3. honap: RES vagy placebo
agon 3 honapos kezelés utan mért értekek. FEF 25-75%: forszirozott kilégzési aramlas a
kilégzeési gorbe 25-75%-nal; FEVi: forszirozott kilégzési térfogat; FVC: forszirozott
vitalkapacitas, IVC: inspiratorikus vitalkapacitas, MEF: maximalis kilégzési aramlas az FVC
25%, 50% vagy 75%-nal; PEF: csucs kilégzési aramlas.

8. A rezveratrol hatasa a szivelégtelen betegek ¢letmindségére

A betegek ¢letmindségének meghatarozasara az EQ-5D kérdbivet alkalmaztuk. A
kérddiv 6 elemei tekintetében nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a csoportok kozott a
vizsgélat kezdetén. Non-parametrikus statisztikai analizisiinkkel a RES csoportban 3
honapos kezelést kovetden a kiinduldsi értékekhez viszonyitva szignifikdns javulast
talaltunk a mozgékonysag (Z = —2,236, p<0,05), a szokéasos napi aktivitas (Z = —2,646, p<

0,05) és a szorongas/depresszid érzés (Z = —2,236, p<0,05) tekintetében, azonban az
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Onellatas ¢és a fajdalom/diszkomfortérzés kapcsan értékelhetd valtozdst nem tudtunk
kimutatni. Ha 6sszegezve nézziik az életmindséget, akkor elmondhatd, hogy RES kezelés
mellett szignifikdnsan javult egy 0-100-ig terjedd skalan a betegek szubjektiv egészségi
allapota (54,86 + 2,78% versus 61,17+2,72%; Z = —3,146, p=0,002), azonban ezen valtozas
mar nem volt kimutathaté a placebo agon (49,43+3,15% versus 48,17+3,34%; Z=—0,631,
NYS).

9. Szekvencia analizis és a differencial expresszio eredményei

A 7 betegnél elvégzett mRNS analizis alapjan 3 honap utan a RES dgon 222 gén
esetében talaltunk eltérd expresszios mintazatot a kiinduldsi mérésekhez képest (FC abszolut
értek >1,5; p<0,05), ezeket a 7/A és a 7/B abrakon szemléltettiik.

Az elemzés soran legfontosabb felfedezésnek azonban az tekinthetd, hogy a
fehérvérsejtek mitokondridlis 1égzési lancaban 7 gén esetében a RES gatolta azok
expressziojat. Ezen gének voltak az MT-ATP6 (ATP szintaz FO 6. alegysége a Komplex V-
ben), az MT-CYB (citokrom b), az MT-ND1 (NADH dehidrogenaz, 1. alegysége a Komplex
I-ben), az MT-ND2 (NADH dehidrogenaz, 2. alegysége a Komplex I-ben), az MT-ND4
(NADH dehidrogenaz, 4. alegysége a Komplex I-ben), az MT-ND5 (NADH dehidrogenéz,
5. alegysége a Komplex I-ben) és az MT-ND4L (NADH dehidrogendz, 4L. alegysége a
Komplex I-ben) (7/C abra). A fentiekkel ellentétben a Komplex II és a Komplex IV
miikddését érdemben nem befolyasolta a RES kezelés. Eredményeink alapjan feltételezheto,
hogy a RES terdpia az oxidativ foszforilacio aktivitdsanak mérséklésén (ATP szintézis
csokken) keresztiil gatolta a leukocitdk aktivitasat, azonban a leirt valtozas nem vezetett
mitokondrialis diszfunkciéhoz, mivel a mitokondridlis mindségkontrollhoz sziikséges

fehérjék mikodését a RES nem befolyésolta érdemben (7/A abra).
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7. abra. (A) RES kezelés hatasara bekovetkez6 génexpresszios valtozasok az egyes jelatviteli utvonalakon (n =
7). Az oszlopok szine az adott jelatviteli Ut génexpresszids valtozasaibol kovetkezd aktivitasi allapotot
reprezentalja Z-score kalkulacio alapjan (kék szin: csokkenés, narancssarga: novekedés, sziirke: nincs valtozas).
(B) A RES kezelés indukalta génexpresszios valtozasok human fehérvérsejtekben. A differencialtan
expresszalodott gének (DEG) expresszios értékeinek valtozasait hotérképen szemléltettik (csak a 3
leglatvanyosabb mintazatot tiintettiik fel). (C) A RES hatdsa az elektron transzport lancra (ETC) human
leukocitdkon. Az oxidativ foszforilacid abrazolasa soran megjeldltiik (zold szin) az ETC azon génjeit, melyek
RES kezelés hatasara szupresszalodtak. ADP: adenozin-difoszfat; ATP: adenozin-trifoszfat; CoQ: koenzim Q;
MT-ATP6: mitokondrialis ATP szintaz génje; NAD: nikotinamid-adenin-dinukleotid, ND: NADH
dehidrogenaz, CYT: citokrom.

10. Hemoreoldgiai valtozasok rezveratrol kezelés hatasara

10.1. Hemoreologiai paraméterek

A vizsgalt populacioban kiindulaskor a VV magasabb volt (p<0,05) a szivelégtelen
betegek kozott a kontroll csoporthoz viszonyitva, azonban a Htc és PV tekintetében ilyen
kiilonbséget nem talaltunk. Eredményeink alapjan a vizsgélati populacioban nem volt
kiilonbség a Htc, PV és V'V tekintetében a két vizsgalt csoport (RES és placebo) kozott sem
a kiindulaskor, sem 3 honapot kdvetden (9. tablazat).
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A vvt aggregicio esetében az Al és a kiiszob nyirdsi sebességgradiens (y)
szignifikansan magasabb volt, mig a ti» kisebb értéket vett fel mindkét vizsgalt csoportban
(RES ¢és placebo) a kontroll csoporthoz képest kiindulaskor (p<0,05). A Myrenne
aggregométerrel mért M1 (13,96+0,42 versus 13,46+0,40, p<0,05), valamint a LORCA-val
mért Al (73,36£1,02 versus 70,55+0,99, p<0,05) és y (161,9£11,02 versus 133,7+7,25,
p<0,05) értekek szignifikdns csokkenése volt megfigyelheté a RES kezelést kovetden,
emellett a ti2 esetén ugyancsak kedvezo valtozasokat lattunk (1,23+0,08 versus 1,45+0,08,
p<0,05) a 3 hénapos mérések soran a kiindulasi értékekhez viszonyitva (9. tdblazat, 8. abra).

A vvt deformabilitis nem mutatott szignifikdns valtozast az alkalmazott
nyirofesziiltségek mellett egyik csoportban sem a 3 hénapos utankovetés soran
(10. tablazat), azonban a mért EI értékek tekintetében magasabb nyirdfesziiltség mellett némi

ndvekvo tendencia megfigyelhetd volt a RES agon.

9. tablazat. A rezveratrol hatiasa a hemoreologiai paraméterekre.

Kiindulasi paraméterek 3. hénap
Kontroll Rezveratrol Placebo Rezveratrol Placebo
N=20 N=30 N=30 N=30 N=30
Hte (%) 43,35+0,63 45,03+0,98 44,93+0,98 44,76+0,93 44,10+1,02
VV (mPas) 4,04+0,07 4,59+0,13% 4,55+0,14% 4,4540,13 4,42+0,13
PV (mPas) 1,28+0,02 1,34+0,02 1,31+0,02 1,32+0,02 1,32+0,02
Aggregacio (Myrenne):
M 5,91+0,25 6,02+0,36 6,38+0,28 5,90+0,31 6,36+0,28
M 13,77+0,78 13,96+0,42 14,14+.0,47 13,46+0,40*  13,84+0,51
Aggregacié (LORCA):
Al 69,37+1,1 73,36+1,02% 72,08+1,04% 70,55+0,99*  70,15+1,14
ti2(s) 1,57+0,11 1,23+0,08% 1,34+0,09% 1,45+0,08%* 1,51+0,11
v (1/s) 112,744,43  161,9+£11,02*  160,4+12,54*  133,7+£7,25*  138,649,12

Az értékeket atlag SEM formaban adtuk meg. #=szignifikans kiilonbség a RES vagy placebo csoportban a
kontroll csoporthoz képest kiindulaskor; * = szignifikans kiilonbség a RES agon 3 honapos kezelést kdvetden
a kiindulasi értékekhez képest (p<0,05). Kiindulasi paraméterek: a randomizacié soran mért értékek a RES
vagy placebo csoportban; 3. honap: mért értékek 3 honapos kezelést kovetden a RES vagy placebo csoportban;
Al: aggregacios index; ti» (s): aggregacios féléletidé; M és M; értékek: Myrenne aggregométerrel
meghatarozott, eltérd rotacids sebesség mellett mért aggregacios indexek; PV: plazma viszkozitas; VV: teljes
vérviszkozitas; y (1/s): kiiszob nyirasi sebességgradiens.
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10.2. A hemoreologiai paraméterek valtozasa és a 6 perces jarastavolsag kozotti
osszefiiggések

A hte (r=0,343, p<0,05) és a VV (1=0,308, p<0,05) valtozasai moderalt pozitiv
korrelaciot mutattak a 6 perces séta sordn felvett értékekkel a RES dgon. Emellett kedvezo
szignifikans kapcsolatokat talaltunk a kezelt csoportban a vvt aggregacio és a 6MWT értékek
kozott 3 honapos RES adast kovetden: alacsonyabb M1 aggregacios index (r=-0,269,
p<0,05) és alacsonyabb v (-0,417, p<0,05) mellett nagyobb jarastavolsag volt megfigyelheto.
Raadésul ugyanebben az alcsoportban szignifikans pozitiv korrelacié volt megfigyelhetd a
O6MWT ¢és a magas nyirofesziiltség mellett felvett EI értékek kozott (EI30: r=0,480,
p<0,005). A placebo 4gon nem igazolodott szignifikdns korrelacid a reoldgiai paraméterek

valtozasa és a 6MWT kozott.

10. tablazat. A rezveratrol hatasa a vorosvértest deformabilitasra.

Kiindulasi paraméterek 3. honap
Nyirofesziiltség Rezveratrol (EI) Placebo (EI) Rezveratrol (EI) Placebo (EI)
30 (Pa) 0,619+0,003 0,623+0,001 0,621+0,002 0,623+0,001
3 (Pa) 0,415+0,004 0,420+0,003 0,414+0,004 0,422+0,003
0,3 (Pa) 0,008+0,009 0,009+0,006 0,005+0,007 0,009+0,006

Az értékeket atlagt SEM forméban adtuk meg. A kiindulasi értékekhez viszonyitva nem volt szignifikans
véaltozas az alkalmazott nyirofesziiltségek mellett sem a RES, sem a placebo csoportban 3 honapos kezelést
kovetden. Kiindulasi paraméterek: a randomizacié soran mért értékek a RES vagy placebo csoportban; 3.
hénap: mért értékek 3 honapos kezelést kovetden a RES vagy placebo csoportban; EI: elongacids index;
Pa: pascal.
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8. abra. A rezveratrol hatidsa a vorosvértest aggregaciora. Az értékeket atlag = SEM formaban adtuk meg.
* = szignifikans kiilonbség a RES agon 3 honapos kezelést kovetden a kiindulasi értékekhez képest (p<0,05).
Kiindulasi paraméterek: a randomizécié soran mért értékek a RES vagy placebo csoportban; 3. honap: mért
értékek 3 honapos kezelést kdvetden a RES vagy placebo csoportban; Al: aggregacios index; tis (s):
maximalis aggregacio felének eléréshez sziikséges idd; M1 értékek: Myrenne aggregométerrel meghatarozott
3 ! rotacios sebesség mellett mért aggregacios indexek; v (1/s): kiiszob nyirasi sebességgradiens.
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VII. Diszkusszio

1. Arezveratrol javitja a szivelégtelen betegek kardialis paramétereit a
gyulladasos folyamatok mérséklésén keresztiil

Munkdénk soran elséként igazoltuk randomizalt, kettdsvak human klinikai vizsgélattal
(RCT) a RES kedvezd hatasait szivelégtelen betegekben. A tanulmany legfébb eredményei
kozé soroljuk, hogy RES kezelés hatasara javult a sziv funkcidja, a betegek terhelhetdsége,
¢letmindsége és szamos 1égzésfunkcios paramétere, emellett a RES kedvezden befolyasolta
a lipid profilt és csokkentette gyulladasos citokinek szintjét a vizsgalt HFrEF
betegpopulacidban.

A RES kardiovaszkularis rendszerre kifejtett szdmos jotékony hatasa ismert az
irodalomban. A RES jelentds antioxidans hatassal rendelkezik részben gy6kfogo
(“scavenger”) tulajdonsdganak, részben az antioxidans enzimek termelddésének fokozésa
révén (szuperoxid-diszmutédz, katalaz, eNOS), rdadasul képes csdkkenteni a prooxidans,
gyokképz6 enzimek szintjét (NADPH oxiddzok, mieloperoxidaz) [73-75]. A fenti
mechanizmusokbol adédoan a RES erds antiinflammatorikus €s vérlemezke aggregacid
gatld hatassal is rendelkezik [76-78]. Fontosak tovabba a metabolikus paraméterekre
gyakorolt kedvez0 hatésai is, melyek koziil kiemelendd a koleszterinszint csdkkentése és az
inzulin rezisztencia mérséklése [79,80]. A leirt effektusok azonban szinte teljes egészében
preklinikai vizsgélatokon alapulnak.

Munkacsoportunk egy korabbi publikaciéjaban posztinfarktusos szivelégtelen
patkanyokban a RES javitotta a sziv pumpafunkcigjat, valamint visszafogta a fibrotikus
remodelling folyamatat, melynek hatterében a profibrotikus intracellularis jelatviteli utak
blokkolédsa, valamint antiinflammatoérikus hatas allhatott [44]. Mas kutatocsoportok is
hasonlé eredményeket publikaltak kisérletes szivelégtelen modelleken végzett vizsgalataik
eredményeképp [23,25].

Jelen egycentrumos, kettdsvak, randomizalt klinikai vizsgalatunkban a résztvevo
tiinetes, szisztolés szivelégtelenség (HFrEF) betegpopulacié kiinduléasi klinikai jellemzoi
kozott nem volt statisztikailag jelentds kiilonbség (a randomizacidt ugynevezett “adaptive
minimization” mddszerrel végeztiik) [81]. A betegek a nemzetkozi irdnyelveknek megfeleld,

maximalisan toleralhato gyogyszeres kezelésben részesiiltek a randomizaciot megeldzden és
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dozismodositas nélkiil a vizsgélat teljes id6tartama alatt. Kiemelendd, hogy szinte az dsszes
résztvevo kapott ACE-gatld (vagy ARB) és béta-receptor blokkold terapiat, emellett a
betegek jelentds része MRA kezelésben is részesiilt, mely 0sszehangban van az aktualis
iranyelvekkel (1. tablazat).

Vizsgalatunkban résztvevo szivelégtelen betegeinknél a RES adds javitotta a szisztolés
bal kamrai funkcidt, melyet az ejekcios frakcidoval (EF) jellemeztiink. Az EF két eltérd
modszerrel keriilt meghatarozasra, egyrészt az igynevezett Quinones-formulat, masrészt a
volumetrikus Simpson-mddszert alkalmaztuk. A Quinones-formulat a klasszikus Teichholz-
modszer helyett hasznaltuk, mivel irodalmi adatok alapjan az el6bbi metodus jobban korrelal
a volumetrikus EF mérésekkel [82]. Osszegezve azonban elmondhat6, hogy manapsig
messze a volumetrikus Simpson-mddszer a leggyakrabban hasznalt modszer a szisztolés bal
kamrai funkcié meghatarozdsara. Vizsgalatunkban az EF hasonldo mértékii, szignifikans
novekedése volt tapasztalhaté mindkét metodus esetében a RES-el kezelt csoportban, mig a
placebo agon nem volt megfigyelhetd ezen valtozas.

A GLS meghatarozas szintén egy jol bevalt modszer a globalis bal kamra funkciod
jellemzésére, rdadasul a kapott értékek igazoltan jo korrelaciét mutatnak a miokardialis
remodelling mértékével és a fibrozis kiterjedésével HFrEF-ben [83]. Vizsgalatunkban a
placebo 4gon a GLS értéke nem mutatott valtozast a vizsgalati peridodus végén, azonban a
RES-el kezelt betegeknél a GLS egyértelmi javulasat lattuk, mely Osszhangban van a
fentiekben mar ismertetett EF kedvezd iranyt valtozdsaval. A szisztolés bal kamra
funkcidval parhuzamosan a bal kamra diasztolés funkcio6 javulasat is tapasztaltuk a RES-el
kezelt 4gon (pl. az E/e’ ardany csdkkent), mig a placebo dgon a diasztolés funkci6 valtozatlan
maradt.

A szivelégtelenség szamos allatkisérletes modelljében a természetes polifenolok
javitottdk a sziv pumpafunkciojat [84-86], azonban human klinikai vizsgalat tekintetében
csak kevés irodalmi adat 4ll rendelkezésre a RES bal kamra funkciora gyakorolt hatasaival
kapcsolatban. Munkacsoportunk egy kordbbi publikécidjaban kronikus korondria
szindromas betegpopulacioban alkalmazott kis dozisu (napi 10 mg) RES kezelés mellett
javult a diasztolés bal kamra funkcid, mig a szisztolés bal kamra funkcid tekintetében nem
volt szignifikans javulas, ellenben egy kedvez6 tendencia volt megfigyelhetd [45].

Azonban nemcsak a sziv pumpafunkcioja, hanem a betegek 6 perces jarasteszttel
meghatarozott terhelhetdsége is szignifikdnsan javult 3 honapos RES kezelést kovetden.
Eredményeink Osszhangban vannak az irodalomban fellelhetd allatkisérletes modelleken

végzett preklinikai vizsgalatokkal [87], azonban fontos kiemelni, hogy a RES fizikai
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terhelhetdségre gyakorolt hatasarol szivelégtelenségben ezidaig nem alltak rendelkezésre
humén klinikai adatok. Egy vizsgalatban, melyet Voduc és munkatarsai publikaltak,
egészséges embereken a RES-nek nem volt érdemi pozitiv hatasa a terhelési kapacitasra és
a maximalis oxigénfogyasztasra (VO.max) [88]. Ezenfeliil Glieman és munkatarsai azt
talaltak, hogy iddsebb férfiakndl a RES terdpia mérsékelte a testmozgds pozitiv
kardiovaszkuldris hatdsait és visszafogta az edzésprogram soran tapasztalt VO;max
novekedést [89]. A fentiek alapjan a vizsgalatunkban a szivelégtelen betegek novekvo
terhelhetdségét elsdsorban a sziv pumpafunkcidjanak javuladsaval magyarazzuk.

A kardialis biomarkerek elemzése még inkabb alatamasztotta a pumpafunkcio és a
terhelhetdség vizsgalata soran kapott eredményeinket. A makrofagok altal szekretalt
galectin-3 mediator szerepe jol ismert a szivizomban lejatszodd fibrozis és gyulladasos
folyamatok tekintetében [90], melyet humén klinikai vizsgélat soran is igazoltak [91].
Vizsgalatunkban RES kezelés hatasara a placebo aghoz képest szignifikdnsan csokkent a
galectin-3 szintje az utankovetési periodus végére. Mivel a kordbban leirt GLS értékek
egyenesen aranyosak az intersticialis fibrozis mértékével, ezen eredményiink is alatdmasztja,
erdsiti a GLS esetében latott kedvezo valtozasokat [83].

Az NT-proBNP a legszélesebb korben hasznalt biomarker a szivelégtelenség
mutat a szivelégtelenség sulyossagaval, bar szintjét az aktualis volumenstatusz, a kor, a nem,
a testsuly vagy éppen egyes ritmuszavarok (pl. a pitvarfibrillacio) is er0sen befolyasolja, igy
értéke széles tartomanyban mozoghat. Vizsgédlatunkban a RES 4gon enyhe, de nem
szignifikans csokkenés, mig a placebo dgon tendenciaszeri ndvekedés volt lathatd az NT-
proBNP szintjében, igy a kezelési periodus végére szignifikansan alacsonyabb értékeket
mértiink a RES agon a placebo csoporttal 6sszehasonlitva. Militaru és munkatarsai stabil
koszoruér-betegeken végzett korabbi tanulmanyukban azt talaltdk, hogy a RES klinikailag
manifeszt, tiineteket okozd szivelégtelenség jelenléte nélkiil is képes csokkenteni az NT-
proBNP szintet [92]. A szivelégtelenség biomarkereinek (NT-proBNP ¢és galectin-3) placebo
agon tapasztalt folyamatos, lassi ndvekedése a betegség progresszidjanak a kovetkezménye
lehet. Irodalmi adatok alapjan a NT-proBNP szint és a szivelégtelenség miatt hospitalizacio,
illetve mortalitas kdzott egyenes aranyossadg mutathato ki [93].

A RES-el kezelt csoportban tapasztalt szisztolés bal kamra funkcid javulasa a volumen
retencio ¢és szervekben észlelhetd pangas csokkenésével szoros 6sszhangban van. Jol ismert,
a tidoben megfigyelhetd extravazalis, intersticidlis folyadék felhalmozodas kedvezotleniil

befolyasolja a ventillacids paramétereket (pl. FVC, IVC) [94,95]. Gehlback és munkatérsai
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azt talaltdk, hogy a szivtranszplantacion atesett betegeknél nemcsak a ventillacios
volumenek, hanem az aramlasi sebességek (FEVi) is jelentds javulast mutattak [95].
Vizsgalatunkban az FVC ¢és az IVC szignifikdns novekedését mértiik 3 honapos RES
kezelést kovetden, azonban a 1éguti obstrukcidt reprezentdld aramlasi paraméterek nem
mutattak statisztikailag jelentds valtozast. Minddssze a FEV| értéknél lattunk enyhe foku,
de nem szignifikans novekedést a RES agon.

A vizsgalt gyulladasos citokinek (IL-1, IL-6) szintjei szignifikdns csokkenést mutattak
a RES csoportban a placebo aggal 6sszevetve a 3 honapos kezelést kovetden, mely megfelel
az irodalomban fellelhetd eredményeknek [96]. A fenti kedvezd valtozasok parallelnek
tekinthetdek a gyulladdsos folyamatok medialasdban résztvevd galectin-3p szintjének
mozgasaval. Egy kordbbi vizsgalat raadasul igazolta, hogy az aktivalt leukocitak altal termelt
gyulladasos citokinek szintje forditottan ardnyos a szisztolés bal kamrai funkcioval [97]. A
gyulladésos folyamatok és a kardiovaszkularis események kozotti szoros korrelacio jol
dokumentéalt az irodalomban. Szidmos eredmény tdmasztja ald, hogy a tartds
proinflammatorikus citokin valasznak a szivelégtelenség progresszidjaban igen komoly
szerepe van, mivel a betegség eldrehaladtaval a proinflammatorikus citokinek mindvégig
jelen vannak és szintjiik folyamatosan emelkedd tendenciat mutat [98]. A fentiek fényében
a placebo csoportban lathatdo emelkedd IL-1 ¢és IL-6 szinteket a szivelégtelenség lasst
progressziojaval tudjuk magyaréazni.

Kiegészitésként elvégeztik néhany RES-el kezelt betegiink fehérvérsejtjeinek
messenger RNS profil meghatarozésat és analizisét, mely tobb, a mitokondrialis 1égzési lanc
elemeit kodold gén expresszidjanak szignifikdns csokkenését mutatta. Fontos azonban
kihangsulyozni, hogy a RES kezelés a mitokondrialis mindségkontrollhoz sziikséges
fehérjék mikodését nem befolydsolta érdemben, igy nem vezetett mitokondrialis
diszfunkciohoz. A kapott eredmények alapjan feltételezziik, hogy a RES a 1€égzési lanc egyes
elemeinek csokkent termelddésén keresztiil mérsékli az oxidativ foszforilaciot (csokkenti az
ATP szintézist), mely a leukocitak csokkent aktivitdsdt vonja maga utan. A fentiekben
ismertetett csokkend proinflammatorikus citokin szinteket pedig a leukocitak mérsékl6do
aktivitasanak jeleként foghatjuk fel. Az ismertetett antiinflammatorikus hatas a RES terapia
egyik fontos hatdsmechanizmusa lehet szivelégtelenségben a mar jol ismert,

kardiomiocitdkra gyakorolt mitokondrialis protektiv hatdsok mellett.
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2. Hemoreologiai valtozasok rezveratrol kezelés soran csokkent
szisztolés bal kamra funkcioval jaro szivelégtelenségben

A tanulmény soran kiilon figyelmet szenteltiink, ezért mar a tervezéskor kiilon
kérdésteltevés forméjaban fogalmaztuk meg a hemoreoldgiai paraméterek valtozasait RES
kezelést kovetéen HFrEF populdcidban. A  szivelégtelenség sordn megvaltozo
hemoreologiai paraméterek fontos szerepet tolthetnek be a mikrocirkulacio komplex
karosodasaban ¢€s a szivelégtelenség tovabbi progresszidjaban. Kordbbi vizsgalatok soran
mar sikeriilt igazolni szivelégtelen betegeknél a hemoreologiai faktorok (VV, fibrinogén,
vvt aggregacid és deformabilitas) romlasat [58]. Szivelégtelenségben a romld periférias
keringés, a karosodott oxigén transzport (hipoxia) és megnovekedett oxidativ stressz lehet
elsésorban felelés a vvt-k rendellenességéért [57,58,63]. Az oxidativ stressz a vvt-ben
morfologiai, funkcionalis és metabolikus abnormalitasokat idéz eld, mely magaban foglalja
a vvt aggregacio és deformabilitas karosodasat is [63,99]. A ROS hatéséra a citoszkeletalis
¢s membran fehérjék oxidécidja, valamint lipidperoxidacié megy végbe, ezen folyamatok
pedig koros mértékii vvt adherencidhoz és aggregabilitashoz vezetnek [100]. Jelen vizsgélat
soran kapott eredményeink igazoltdk a megndvekedett vvt aggregaciot szivelégtelen betegek
korében 0Osszevetve a hasonld koru, de nem szivelégtelen, kozepes kardiovaszkularis
rizikoprofillal rendelkezd betegpopulacioval (9. tadblazat). Emellett a hipoxia okozta htc
emelkedés (megnovekedett eritrocita termelés) és magasabb vér viszkozitas is leirasra kertilt
mar szivelégtelenségben [49,58], bar a betegség eldrehaladottabb stadiumaban a htc gyakran
inkabb csokkend tendencidt mutat a megndvekedett vérplazma volumen (hemodilucio), a
vashidny, valamint a koéros mennyiségli citokin és ROS termelddés okozta csontveld
depresszio kovetkeztében [101,102].

Irodalmi adatok alapjan a RES-nek szerepe lehet a kardiovaszkularis betegségek
kialakuldsdnak megeldzésében. A vorosbor esetében is a kardioprotektiv hatasért (francia
paradoxon) elsésorban a RES-t teszik feleldssé. A bioaktiv polifenolok kozé tartozé RES
ismert antioxidans tulajdonsadgokkal rendelkezik, allatkisérletes modellekben gatolta az
oxidativ stresszt és feltehetéen hozzajarult a sziv strukturalis és funkciondlis allapotdnak
megOrzéséhez [22,24,25]. Tovabbi allatkisérletes modellekben a RES novelte az vvt-k
stabilitdsat az ozmotikus fragilitds csokkentése révén [103]. A fentick mellett a RES
protektiv hatast gyakorolt az endotelidlis funkciora ¢€s értagitd tulajdonsagokkal is
rendelkezett [25]. Munkacsoportunk altal korabban végzett human vizsgalatban igazolt

endotelialis diszfunkcidval rendelkezd betegek korében a RES kezelés javitotta a vaszkularis
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relaxaciot [45]. Irodalmi adatok alapjan a RES befolyésolja tovabba a vérplazmaban 1évo
proteinek tulajdonséagait is, tobbek kozott megvédi a fibrinogént a koéros konformécios
valtozasoktol [104-106], mely szintén hatassal lehet a vvt aggregaciora.

A moderalt vorosbor fogyasztds, valamint maganak a RES-nek a hemoreoldgiai
paraméterekre gyakorolt kdzvetlen hatasait kordbban mar vizsgaltdk szamos kisérletes ¢és
human tanulméanyban. A munkacsoportunk altal néhany éve végzett in vivo vizsgalatban a
moderalt vorosbor fogyasztads kedvezOen befolydsolta a vvt aggregaciot és deformabilitast
egészséges onkénteseken. Ezenfeliil egy masik vizsgalatunkban 3 honapon at napi 10 mg
dozisban alkalmazott RES javitotta a vvt deformabilitdst és a vérlemezke aggregaciot
kronikus iszkémids szivbetegségben szenvedd populdcidban. Amint az mar kordbban
emlitésre kertilt, a RES ¢és a reoldgiai paraméterek kozotti kapcsolatot mar széles korben
vizsgaltdk, azonban kifejezetten human szivelégtelen betegpopulacidban ezidaig ilyen
jellegli tanulmany nem tortént [47,107,108].

Vizsgaltunk sordn a 3 honapos RES kezelést kdvetden a kovetkezd eredményeket
talaltuk: (1) A vvt aggregacid szignifikansan csokkent RES kezelés hatasara; (2) a
makroreoldgiai paraméterek statisztikailag mérhetd valtozast nem mutattak; (3) statisztikai
kapcsolat volt kimutathato a 6 perces jarastavolsag és egyes hemoreologia paraméterek (vvt
aggregacio és deformabilités, htc és VV) egyiittes, kedvezd irdnyt valtozasai kozott.

Elemzésiink alapjan nem taldltunk szignifikans valtozast a htc, VV és PV értékeknél
3 honapos RES kezelés utdn. A kapott eredmények megfelelnek egy korabbi, a
munkacsoportunk altal RES-el végzett vizsgalat eredményeinek [45].

A fentiekkel ellentétben a vvt aggregacid esetében tobb modszerrel meghatarozott
paraméterek alapjan szignifikans javulast talaltunk RES terapiat kovetéen. Eredményeink
alapjan — melyek megerdsitenek egy korabbi vizsgalatot [58] — a vvt aggregacid
szignifikansan karosodik szivelégtelenségben, azonban jelen vizsgalatunk alapjan RES
kezelés mellett ezek a kedvezdtlen valtozasok részben visszafordithatoak. Meg kell azonban
emliteni, hogy habar némi kiilonbség fellelheté a két mddszerrel (LORCA és Myrenne)
kapott aggregacios eredményekben, ezek valoszinilileg a két miiszer eltérd pontossaganak és
miikddési elvének kdvetkezményei lehetnek [69].

Véleménylink szerint a csokkent vvt aggregacid részben a RES antioxidans
tulajdonsdgainak, részben a plazmafehérjékre gyakorolt hatasainak tudhaté be. Az egyik
sz¢lesebb korben elfogadott teoria alapjan a vvt aggregacidé a szomszédos sejtek kozott
specialis plazmafehérjéken (pl. fibrinogén, nagy molekula sulyt globulinok) keresztiil

létrejovo kapcsolat kovetkezménye, melyet nagy mértékben befolydsol a fibrinogén
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koncentraciodja és a vvt membranhoz valo specialis kotddése. Jol ismert, hogy a polifenolok
rossz vizoldhatosaguk miatt kotddnek a plazmafehérjékhez. Mivel a RES feltehetden
megvaltoztatja a plazmafehérjék és vvt-k felszini molekulainak egyes tulajdonsagait, ezaltal
redukalja a sejtek kozotti keresztkotések kialakuldsat és csokkenti a vvt aggregaciot [105-
107]. A vvt aggregéci6 csokkenése pozitivan befolyasolhatja a korondria mikrocirkulacid
aramlasi tulajdonséagait, melynek javulasa fontos szempont lehet szivelégtelenségben.

Vizsgaltunk soran egyetlen ektacitométerrel meghatarozott paraméterrel sem tudtuk
a vvt deformabilitas szignifikdns valtozasat kimutatni az alkalmazott RES kezelést kovetden,
azonban a mért EI értékek tekintetében magasabb nyirdfesziiltség mellett némi novekvo
tendencia megfigyelhetd volt a RES 4gon.

A 6MWT egy rutin diagnosztikus mddszer a szivelégtelen beteg terhelhetdségének
felmérésére. Az altalunk végzett kettdsvak, randomizalt, placebo-kontrollalt vizsgalatban
RES kezelés mellett 3 honap utan javult a résztvevok jarastavolsaga, mely egyezik egy
korabbi vizsgalat eredményével [89]. Raadasul korrelacié volt kimutathat6 a betegek javulo
funkciondlis kapacitdsa €s egyes hemoreoldgiai paraméterek kedvezd iranyt valtozasai
kozott. A fentiek alapjan feltételezziik, hogy a RES kezelés mellett javuld reologiai

paraméterek részben hozzajarulhattak a jarastavolsadg kimutathaté ndvekedéshez.
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VIII. Kovetkeztetések

Human klinikai vizsgélatunk sordn igazoltuk a standard kezelés mellett alkalmazott
RES pozitiv hatasait csokkent szisztolés bal kamra funkcidval jard szivelégtelenségben. A
RES kezelés mellett javult szdmos kardialis pumpafunkciot jellemzd paraméter, emellett
javult a betegek terhelhetdsége ¢és életmindsége. A fentieken tal vizsgalatunkban a citokin
szintek (IL-1, IL-6) csOkkenésével alatamasztottuk a RES antiinflammatorikus hatasat.
Eredményeink alapjan ennek hatterében a leukocita aktivitds csokkentése is fontos
mechanizmus lehet, és egyértelmiien hozzdjarulhat a RES kardioprotektiv hatasdhoz.
Tanulmanyunk soran bizonyitottuk tovabba a RES vvt aggregaciora kifejtett jotékony
hatdsat szisztolés szivelégtelen betegpopulacioban. A csokkent vvt aggregacio pozitivan
befolyésolhatja a mikrocirkulacios keringést, a szoveti perfuziot és az oxigenizaciot, mely
hozzéjarulhat a periférias erek (ezen beliil a koronaridk) dramlési viszonyainak javulasahoz,
ezen valtozasok pedig egyiittesen pozitivan hathatnak a betegek terhelési kapacitasara és

tiineteire csOkkent szisztolés bal kamra funkcidval jaro szivelégtelenségben.
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IX. Uj eredmények

Elséként igazoltuk randomizalt, kettésvak klinikai vizsgéalat (RCT) keretében kdzepes
dozist RES kedvezd hatdsait human szivelégtelen (HFrEF) populacioban.

A tanulmény legfébb eredményei koz¢ soroljuk, hogy RES kezelés hatasara egyarant
javult a sziv szisztolés és diasztolés funkcidja, megallapitasainkat tobb kiilonb6zd
modszerrel is alatdmasztottuk.

A kardidlis funkcidval parhuzamosan javult a betegek terhelhetdsége, ¢letmindsége,
valamint szdmos 1égzésfunkcios paramétere RES kezelést kdvetden.
Vizsgélatunkban a citokin szintek (IL-1, IL-6) csokkenésével igazoltuk a RES
antiinflammatorikus hatésat.

Fehérvérsejteken végzett mRNS szekvencia analizisiink soran bizonyitottuk szamos
gén RES kezelés hatdsara végbemend expresszids profiljanak megvaltozasat.
Eredményeink alapjan arra a megallapitasra jutottunk, hogy a leukocita aktivitds
csokkentése szintén egy fontos mechanizmus lehet ¢és hozzajarulhat a RES
kardioprotektiv hatasahoz.

Els6ként igazoltuk a RES koros vvt aggregaciora gyakorolt jotékony hatadsat human
klinikai vizsgéalatban HFrEF beteganyagon.

Az eredmények analizise sordn 0sszefiiggést talaltunk a betegek javuld funkcionalis
kapacitasa és egyes hemoreologiai paraméterek egyiittes, kedvezd irdnyu valtozasai
kozott, ezért a ndvekvo terhelhetdség hatterében részben a mikrocirkulacios keringés

javulasat feltételezziik.
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Abstract: The effects of resveratrol (RES) in heart failure have already been evaluated in animal
models; however, in human clinical trials, they have not been confirmed yet. The aim of this study
was to assess the effects of resveratrol treatment in systolic heart failure patients (heart failure with
reduced ejection fraction or HFrEF). In this human clinical trial, 60 outpatients with NYHA (New York
Heart Association) class II-IIl HFrEF were enrolled and randomized into two groups: receiving
either 100-mg resveratrol daily or placebo for three months. At the beginning and at the end of the
study echocardiography, a six-minute walk test, spirometry, quality of life questionnaire, lab test and
RNA profile analysis were performed. The systolic and diastolic left ventricular function, as well as
the global longitudinal strain, were improved significantly in the resveratrol-treated group (RES).
Exercise capacity, ventilation parameters and quality of life also improved significantly in the RES
group. In parallel, the cardiac biomarker levels (N-terminal prohormone of brain natriuretic peptide
(NT-proBNP) and galectin-3) decreased in the treated group. The level of inflammatory cytokines
decreased significantly after RES supplementation, as a consequence of the decreased expression level
of leucocyte electron transport chain proteins. The main findings of our trial are that RES treatment
added to the standard heart failure therapy improved heart function and the clinical condition by
moderating the inflammatory processes in patients with HFrEF.

Keywords: resveratrol; oxidative stress; inflammation; echocardiography; heart failure

1. Introduction

Heart failure (HF) is a complex multifactorial syndrome caused by structural and/or functional
cardiac abnormalities, resulting in a reduced cardiac output or elevated intracardiac pressures [1].
Heart failure prevalence is continuously rising throughout the world. In developed countries,
approximately 2% of the adult population has heart failure.
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Therapeutic developments over the past several decades have focused on blocking the
neurohumoral (RAAS and adrenergic system) activation and on the inhibition of the breakdown of
vasoactive peptides. Although this approach improved the survival of HFrEF (heart failure with
reduced ejection fraction) patients [2], the outcome of the disease still remained poor [3-8]. Therefore,
there is an overwhelming need for new therapies in heart failure. Novel drugs in experimental and
clinical trials targeting myocardial contractility (e.g., omecamtiv mecarbil), cytokines (e.g., anti-TNFc),
myocardial metabolism (e.g., perhexiline) or oxidative stress [9,10] are promising and may present an
alternative approach in the treatment of heart failure in the future.

Oxidative stress also has an important role in the pathogenesis of different cardiac
pathologies, such as ischemia-reperfusion injury, cardiac remodeling and heart failure [11,12].
Resveratrol (3,5,4-trihydroxystilbene), a natural phytoalexin found in a wide variety of plants (e.g., nuts,
berries and grapes) is produced in response to environmental stress [13]. Given that resveratrol has a
marked scavenger effect, it is not surprising that it can protect cells against oxidative damages [14-17].
Beyond its scavenger effect, resveratrol also has antioxidant effects in other ways. Resveratrol (RES) via
the activation of the NAD*-dependent histone/protein deacetylase SIRT1 (silent information regulator)
and AMPK (AMP-activated protein kinase) facilitates mitochondrial biogenesis in cardiomyocytes.
This is accompanied by enhanced oxidative phosphorylation and a higher amount of high energy
phosphates (CrP and ATP) that can result in increased contractility and efficient protection against
oxidative stress [18-20]. Endothelial and vascular function can also be improved more by the RES
treatment via decreasing the cholesterol and triglyceride levels via increasing the endothelial nitric
oxide synthase (eNOS) activity and nitrogen oxide (NO) level, as well as due to its anti-inflammatory
effects [21-24].

In systolic heart failure (HFrEF), the contractility of the heart muscle cells is decreased; moreover, a
chronic low-intensity inflammation can be seen that can further aggravate heart failure. Our workgroup
demonstrated previously that resveratrol supplementation in a post-infarct rodent model prevented
the development of heart failure [25]. RES improved the left ventricular function, as well as decreased
myocardial fibrosis, oxidative stress and the amount of proinflammatory proteins (cyclooxygenase-2
(COX-2) and iNOS). Other workgroups showed similar results in various animal heart failure models.
However, in human clinical trials, the effect of RES has not yet been confirmed [13,26].

The aim of our study was, therefore, to assess the effects of resveratrol treatment on the left
ventricular function and on the exercise capacity, as well as on the biomarker and inflammatory
cytokine levels in HFrEE.

2. Materials and Methods

2.1. Study Design

Our trial was a single-center, double-blind, randomized, placebo-controlled study. The study
design is summarized in Figure 1. The study was conducted in accordance with the principles stated in
the Declaration of Helsinki (1996), International Conference on Harmonization Good Clinical Practice,
as well as local and national regulations. The protocol of the trial was approved by the Regional Ethics
Committee of the University of Pecs (license number: 5830). All patients provided written informed
consent prior to any study-related procedures.
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Signed informed consent

!

Screening and baseline measurements
- 60 outpatients with HFrEF (EF<40%0)
- randomization

Resveratrol group (nn = 30) Placebo group (11 = 30)

2 X 50 mg RES capsule 2 X 50 mg placebo capsule
daily orally daily orally
for 3 months for 3 months

End of the study
(3rd month follow-up visit)

Figure 1. Study design. HFrEF: heart failure with reduced ejection fraction, N: number of patients and

RES: resveratrol.
2.2. Eligibility

The main inclusion and exclusion criteria are listed in Table 1. Briefly, 60 stable outpatients (ages:
66.7 + 2.01 years, 17 women and 43 men) with HFrEF in NYHA (New York Heart Association) class II
or III were enrolled between 01 Narch 2016 and 30 November 2017 into our study (ejection fraction (EF)
<40% and ischemic/non-ischemic origin: 34/26). They were randomized into two groups (resveratrol
group and placebo group). one-hundred milligrams of resveratrol was administered orally (2 x 50 mg)
for 3 months in the RES group (n = 30) and placebo capsule in the other group (1 = 30).

The resveratrol and the matching placebo capsules were purchased from Argina Nutraceuticals
Ltd. (Fét, Hungary). The resveratrol capsule is commercially available and has an official license for
being marketed.

All the involved patients were in the evidence-based drug treatment of HFrEF, including
angiotensin-converting enzyme (ACE) inhibitors (or ARBs—angiotensin receptor blockers),
beta-blockers, mineralocorticoid receptor antagonists and ivabradine. None of the patients received
ARNI (angiotensin receptor-neprilysin inhibitor). The preventive drug regime and the used doses
were based on the actual European Society of Cardiology (ESC) heart failure guideline [1]. The patients
had baseline visits and follow-up visits after 1 month and after 3 months of treatment. During visits,
the compliance of patients was checked, and at the final visit (3-month follow-up visit), they were
asked to return the remained capsules. During the whole study period, subjects were in stable clinical
conditions and received unchanged medical therapy (Table 2). The baseline characteristics of the
randomized patients are detailed in Table 2. There were no significant differences in epidemiological
characteristics between the placebo and RES-treated groups at the baseline.
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Table 1. Inclusion and exclusion criteria.

Inclusion Criteria Exclusion Criteria

e  Stable HF patient e  Hospitalization in the last 3 months
e LVEF <40% e LVEF >40%

e NYHA II or Il class at screening e NYHAIV class

e NT-proBNP level > 125 pg/mL e < 18or > 85 years of age

e  GDM treatment of HFrEF according to the

current ESC guideline e Known sensitivity to any components of

the capsules
e  Subject has provided informed consent

. Cardiac surgery or intervention within 30 days
prior to randomization

e  Systolic blood pressure > 180 Hgmm or < 90
Hgmm, or diastolic blood pressure > 90 Hgmm

° Heart rate >110 beats per minute or <50 beats
per minute

) eGFR < 20 mL/1.73 m?/min or hepatic
impairment defined by ALT or AST > 2X upper
limit of normal (ULN) at baseline

. Participation in a concurrent trial

e  Refusal to give informed consent

ALT: alanine aminotransferase, AST: aspartate aminotransferase, eGFR: estimated glomerular filtration rate, GDM:
guideline-directed medication, HF: heart failure, HFrEF: heart failure with reduced ejection fraction, LVEF: left
ventricle ejection fraction, NT-proBNP: N-terminal prohormone of brain natriuretic peptide, NYHA: New York
Heart Association, ULN: upper limit of normal.

Table 2. Baseline characteristics of the study population.

Baseline Characteristics REEZV:I‘;;;O] Ea:e;)())
Age (year) 65.87 +1.91 67.53 +2.14
Male 22 (73%) 21 (70%)
Ejection fraction (%) 30.06 + 1.04 31.70 £ 1.27
NT-proBNP (pg/mL) 2998 + 507 3139 + 446
Serum creatinine (umol/L) 99.77 + 4.42 104.47 + 4.82
Systolic BP (Hgmm) 13247 +3.41 128.77 + 3.80
Diastolic BP (Hgmm) 79.10 £2.33 80.13 + 2.66
Heart rate (beat/min) 7220 £2.75 76.93 £ 2.50
Etiological factors
Ischemic heart disease 17 (56.7%) 17 (56.7%)
Non-ischemic (alcohol, chemotherapy, myocarditis) 13 (43.3%) 13 (43.3%)
Risk factors, comorbidities
Hypertension 22 (73%) 23 (76%)
Diabetes 13 (43%) 14 (46%)
Smoking 11 (36%) 8 (27%)
Pulmonary diseases (asthma, COPD) 7 (23%) 8 (27%)
BMI (kg/m?) 293 +09 304+1.3
Target heart rate (<70/min) 23 (76.7%) 20 (66.7%)
Atrial fibrillation 7 (23%) 10 (33.3%)
Concomitant treatment
ACE-inhibitor/ARB 28 (93%) 29 (97%)
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Table 2. Cont.

Baseline Characteristics R":Z‘:’? (’;;'01 Ea:e;:)())

Beta-blocker 29 (97%) 28 (93%)

MRA 23 (76.7%) 21 (70%)

Ivabradine 6 (20%) 6 (20%)

Diuretics
Loop diuretics (furosemide, etacrynic acid) 27 (90%) 28 (93%)
Thiazide or thiazide-like diuretics (hypothiazide, indapamide, etc.) 8 (27%) 9 (30%)
Device therapy

CRT-P/D 9 (30%) 7 (23.2%)

ICD 4 (13%) 3 (10%)

Values are expressed as mean + SEM. There were no significant differences in patient characteristics between the
RES (resveratrol) and placebo-treated groups at the baseline. ACEI: angiotensin-converting enzyme inhibitors, ARB:
angiotensin receptor blocker, BMI: body mass index, BP: blood pressure, COPD: chronic obstructive pulmonary
disease, CRT-P/D: cardiac resynchronization therapy-pacemaker/defibrillator, ICD: implantable cardioverter
defibrillator, MRA: mineralocorticoid receptor antagonist and NT-proBNP: N-terminal prohormone of brain
natriuretic peptide.

On the day of randomization and 3-months-later physical examination, blood pressure and weight
measurement, echocardiography, lab test, six-minute walk test (6MWT), spirometry and quality of life
questionnaire (QoL test) were performed. At the 1-month follow-up visit, only a physical examination,
blood pressure, weight measurement and lab test were done (Table 3).

Table 3. Timetable of the study.

Examinations Randomization 1-Month 3-Month

Physical examination
Blood pressure monitoring
12-lead ECG
Lab test
NT-proBNP level
mRNA analysis
Echocardiography
6MWT
Quality of life test (EQ-5D)
Spirometry

SNENENEN

SN N N N NN
SN N N NN

ECG: electrocardiography, EQ-5D: Euro quality of life-five dimension questionnaire, NT-proBNP: N-terminal
prohormone of brain natriuretic peptide, mRNA: messenger ribonucleic acid and 6MWT: 6-min walk test.

2.3. Statistical Analysis

SPSS statistical software, version 25 (IBM Corp. Released 2017. IBM SPSS Statistics for Windows,
Version 25.0. Armonk, NY: IBM Corp.) was used to conduct a descriptive analysis and to describe
the sample. After using the Kolmogorov-Smirnov test to check the normality of the data distribution,
differences of the mean values within the groups were analyzed by repeated-measures ANOVA with a
Greenhouse-Geisser correction. Differences between the groups were calculated by one-way ANOVA
test. Data are expressed as mean + S.E.M. Significance level was defined as p < 0.05. The homogeneity
of the groups was tested by Levene’s F-test. The nonparametric Friedman test (post-hoc analysis
with Wilcoxon signed-rank test) was applied to analyze the potential changes of the quality of life of
the patients.

2.4. Blood Pressure and Body Weight Measurement

Body weight and blood pressure were measured during randomization at 1-month and at 3-month
follow-up visits. For body weight measurements, a high-quality calibrated digital scale was used (CAS
PB-150 digital scale; CAS Corporation, Tustin, CA, USA). Blood pressures were measured using an
automated electronic device after a 5-min resting; the location of the cuff was the upper arm at the
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level of the heart (OMRON M2 Intellisense, Tokyo, Japan). The technique of the measurement was
based on the actual hypertension guideline [27].

2.5. Laboratory Test

Laboratory analysis performed on blood samples that were extracted from the cubital vein
after a 12-h-long fasting period. From blood samples, NT-proBNP; fasting lipid levels (total
cholesterol, low-density lipoprotein (LDL)—cholesterol, high-density lipoprotein (HDL) -cholesterol
and triglycerides); troponin T; glycosylated hemoglobin-HgbAlc; serum albumin; renal and liver
function; serum iron parameters and quantitative and qualitative blood cell counts were measured in
the Department of Laboratory Medicine, University of Pecs, Pecs, Hungary.

Special parameters (galectin-3, interleukin (IL)-1 and IL-6) were determined using an ELISA
method in the Szentagothai Research Centre, University of Pecs. Blood samples were collected into
Vacutainer tubes containing EDTA and protease inhibitor. Galactin-3 level (Invitrogen™ Human
Galectin-3 ELISA Kit, Thermo Fisher Scientific, EHLGALS3, Waltham, MA, USA), IL-1 cytokine level
(Invitrogen™ Human IL-1 R4 (IL1RL1) ELISA Kit, Thermo Fisher Scientific, EHIL1RL1, Waltham, MA,
USA) and IL-6 (Invitrogen™ Novex IL-6 Human ELISA Kit, Thermo Fisher Scientific, KHC00612.3.3.,
Waltham, MA, USA) cytokine levels were determined by the enzyme immunoassay method.

2.6. Echocardiography

Transthoracic echocardiography was performed for noninvasive evaluation of cardiac structure
and function at baseline and after the 3-month-long treatment. We used a GE Vivid E9 ultrasound
imaging device (GE Healthcare, Chicago, IL, USA). Structures were visualized from parasternal long
axis; short axis and apical four, two and five-chamber views. M-mode (one-dimensional mode),
2D-mode, 3D-mode, PW (pulsed-wave), CW (continuous wave) and tissue Doppler mode imaging
were used to determine the left ventricular ejection fraction (EF, %), the diameters (mm) and volumes
(mL) of the left ventricle and left atrium, the diastolic function (E/A and E/E’), the global longitudinal
strain of the left ventricle (GLS, %), the wall thicknesses of the left ventricle (mm) and the right
ventricular parameters. The EF was measured by two different methods (“Simpson” and “Quinone”).
The investigators were blinded to the protocol; thus, they did not know whether the patient was taking
resveratrol or placebo.

2.7. Six-Minute Walk Test (6MWT)

The 6-min walk test (6MWT) is a submaximal exercise test that measures the walking distance for
6 min. The test was performed on a 30-m-long section of the corridor in our department according to
the guidelines of the American Thoracic Society (ATS). The patients were at rest comfortably for 10 min
prior to the test. The supervisor was a study nurse, who was blinded to the protocol. After 6 min or if
the patient could not go any further, the test was stopped, and the distance, as well as the reason for
stopping (dyspnea, fatigue, chest pain, etc.), were recorded [28].

2.8. Spirometry

Spirometry is a routine method to evaluate the lung function, and it has many uses, including
chest surgery or the grading of chronic obstructive pulmonary disease (COPD), etc. It is well-known
that heart failure can influence the pulmonary function, which may include combined obstructive
(e.g., significant FEV1 reduction) and restrictive changes [29].

We used a PISTON PDD 301/s spirometer (Piston Ltd., Budapest, Hungary) for measuring the
basic resting lung parameters of the patients at baseline and 3 months later.

During the test, the patient wore a soft nose clip to prevent air escaping through the nose, as
well as a mouthpiece filter to prevent the spread of microorganisms. During the test, patients were
asked to take the deepest breath they could and then exhale into the sensor as hard and as long as
possible. Generally, a period of quiet breathing in and out from the sensor precedes the test, and the
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rapid breathing in (forced inspiratory part) comes before the forced exhalation. We determined the
most common parameters in the percentage of the reference values, such as forced vital capacity (FVC);
forced expiratory volume (FEV;); FEV,/FVC ratio; peak expiratory flow (PEF); forced expiratory flow
25-75% (FEF 25-75); maximal expiratory flows (MEF 25%, MEF 50% and MEF 75%) and inspiratory
vital capacity (IVC).

2.9. Quality of Life Questionnaire (QoL Test)

Quality of life (QoL) in heart failure patients is severely compromised by the symptoms of the
disease. Quality of life is also a good predictor of mortality and the need for hospitalization.
For the assessment of QoL, we used the “Euro QoL five-dimension” (EQ-5D) questionnaire.
Among health-related quality of life (HR QoL) questionnaires, EQ-5D has gained widespread use due
to its simplicity to administer, score and interpret. This scoring system consists of five dimensions
(mobility, self-care, usual activities, pain/discomfort and anxiety/depression), each with three levels of
response or severity (no problems—2 point, some problems—1 point or extreme problems—O0 point).
In addition to the index-based scoring system, the visual analog scale (VAS) component of the EQ-5D
enables the patient to place their current health state on a range from 0 (worst imaginable health state)
to 100 (best imaginable health state) [30].

2.10. RNA Isolation, RNA-Seq Library Preparation and Sequencing

QIAamp RNA Blood Mini Kit was used for purification of total RNA from the whole blood.
During the QIAamp procedure for purification of RNA from blood, erythrocytes are selectively
lysed, and leukocytes are recovered by centrifugation. The leukocytes are then lysed using highly
denaturing conditions that immediately inactivate RNases, allowing the isolation of intact RNA.
After homogenization of the lysate by a brief centrifugation through a QIA shredder spin column,
ethanol is added to adjust the binding conditions, and the sample is applied to the QlAamp spin
column. RNA is bound to the silica membrane during a brief centrifugation step. Contaminants are
washed out, and total RNA is eluted in 30 uL or more of RNase-free water.

RNA concentrations were measured using Qubit 3.0 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). The RNA quality
was verified on an Agilent 2100 Bioanalyzer using an RNA 6000 Nano Kit (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA). High-quality (RIN > 8) RNA samples were processed for library preparation. Further
sample preparation was conducted by Illumina TruSeq® Stranded Total RNA sample preparation guide.

2.11. RNA-Sequencing Data Processing and Analysis

Paired-end fastq files were imported into the CLC Genomics Workbench (CLC Bio, version 12,
Hilden, Germany). Adaptor sequences and bases with low quality were trimmed. Reads containing
more than 2 ambiguous bases were discarded. Preprocessed sequencing reads were aligned to the
gene regions and transcripts of the GRCh38 human genome.

Differential expression of genes at the end of the study was assessed in each experimental group
compared to baseline expression values while controlling cross-checking of the patient IDs of paired
data. Differentially expressed genes (DEGs) were filtered out, using a threshold of fold change (FC)
absolute value > 1.5 and false discovery rate (FDR)-adjusted p-value < 0.05. DEGs were visualized
on a heat map using CLC Genomics Workbench 12. Hierarchical clustering was conducted, using
Euclidean distances and complete linkages.

3. Results

3.1. The Effect of Resveratrol on Laboratory Parameters

Laboratory parameters did not show significant changes in either group after one month of
treatment compared to the baseline values (data not shown). There was no significant change in
renal function, liver function and quantitative and quality blood counts in either group after the
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three-month follow-up period compared to the baseline values. Cardiac troponin T, iron parameters
and glycosylated hemoglobin (HgbAlc) were also not influenced significantly by the resveratrol
treatment during the study period. The total cholesterol (4.74 + 0.22 mmol/L vs. 4.52 + 0.24 mmol/L,
p < 0.05) and LDL-cholesterol (3.09 + 0.23 mmol/L vs. 2.79 + 0.23 mmol/L, p < 0.05) levels were
significantly lower in the RES group by the end of the follow-up period; however, in the placebo group,
no significant alterations could be seen compared to the baseline values (Table 4). Unfortunately, the
HDL-cholesterol level was also slightly but significantly lower in the RES group (1.33 + 0.06 mmol/L
vs. 1.24 + 0.07 mmol/L, p < 0.05 vs. RES-Baseline) after three months.

Table 4. Effect of resveratrol treatment on the lab parameters.

Baseline 3rd Month
Lab Parameters
Resveratrol Placebo Resveratrol Placebo

Hgbaic (%) 6.37 +0.18 6.70 + 0.24 6.38 + 0.20 6.67 +0.23
BUN (mmol/L) 7.75 + 0.45 8.80 + 0.84 8.26 + 0.44 8.75 + 0.93
Se creatinine (umol/L) 99.77 + 4.42 104.47 + 4.82 102.19 + 5.71 109.31 + 5.92
TC (mmol/L) 474 +0.22% 415+0.23 452+024%% 404+0.28
HDL-C (mmol/L) 1.33 + 0.06 1.29 + 0.08 1.27 + 0.07 * 1.25 + 0.06

LDL-C (mmol/L) 3.09 023 % 2.51 +0.21 279 £023*% 2.41+0.23

TG (mmol/L) 1.91 +0.20% 1.61 +0.17 1.93 +0.21% 1.57 +0.22
ALT (IU/L) 25.87 +1.71 28.86 + 1.58 27.33 + 1.80 30.62 + 2.39
AST (IU/L) 22.73 +2.35 28.07 +1.99 25.27 + 3.42 26.93 + 1.99
cTroponin T (ng/L) 23.26 + 3.13 23.60 + 2.56 2225 +2.71 2552 + 291
Se albumin (g/L) 44.20 + 0.56 44.82 +0.53 45.45 + 0.58 46.05 + 0.51
Se Fe (umol/L) 15.11 + 1.10 14.27 +1.13 15.54 + 1.08 14.83 + 1.02
Transf. sat. (%) 21.59 + 0.84 20.08 + 1.58 21.57 + 1.60 20.37 +1.39
Se ferritin (ug/L) 151.1 + 19.60 148.2 + 18.46 138.5 + 20.5 133.6 + 15.85

CRP (mg/L) 4.66 + 0.50 5.33 +0.83 423 +0.67 494 +0.73

WBC (G/L) 7.41 +0.33 7.73 £ 0.37 7.04 + 0.29 7.78 £ 0.35
Het (%) 42.00 + 1.02 41.71 + 0.90 41.69 + 1.06 41.89 + 0.94
PLT (G/L) 219.3 + 15.38 217.3 +13.40 207.7 +11.3 206.6 + 10.90

Values are expressed as mean+ SEM. * p < 0.05, 3rd-month values of the resveratrol group compared to the
baseline values. # p < 0.05, resveratrol vs. placebo group. Baseline: measured values at randomization in the
resveratrol or in the placebo group; 3rd month: patients treated with resveratrol or placebo for 3 months. ALT:
alanine aminotransferase, AST: aspartate aminotransferase, BUN: blood urea nitrogen, CRP: C-reactive protein,
cTroponin T: cardiac Troponin T, Hct: hematocrit, HDL-C: high-density lipoprotein, Hgbai.: hemoglobin Alc,
LDL-C: low-density lipoprotein, PLT: platelet count, Se Fe: serum iron level, TC: total cholesterol, TG: triglyceride,
Transf. sat.: transferrin saturation and WBC: white blood cell count.

3.2. Inflammatory Parameters

The acute-phase proteins (CRP and ferritin) and white blood cell count did not show significant
changes in either group during the three-month-long follow-up period (Table 4). The levels of IL-1
(95.61 +17.74 pg/mL vs. 140.65 + 24.04 pg/mL, p < 0.05) and IL-6 (5.42 + 0.35 pg/mL vs. 6.76 + 0.56 pg/mL,
p < 0.05) measured by ELISA, however, were significantly lower in the RES-treated group at the end of
the study period compared to the placebo group (Figure 2).

3.3. Biomarkers of Heart Failure

There was no significant difference in the NT-proBNP level between the RES and placebo groups
at the baseline (2998 + 507 pg/mL vs. 3139 + 446 pg/mL, NS); however, by the end of the treatment
period, the NT-proBNP level was significantly lower in the RES group than in the placebo group
(2760 + 346 pg/mL vs. 4054 + 577 pg/mL, p < 0.05). This change suggests that RES inhibited the
elevation of the plasma NT-proBNP level, a parameter which showed the severity of heart failure. In
parallel with NT-proBNP, the galectin-3 level also showed a significant difference between RES and the
placebo group at the end of the study (5.61 + 0.42 ng/mL vs. 6.98 + 0.54 ng/mL, p < 0.05) (Figure 3).
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Figure 2. Effect of resveratrol on inflammatory cytokines in heart failure patients. Values are expressed
as mean + SEM. * p < 0.05 vs. placebo group at the 3rd month. Baseline: measured values at
randomization in resveratrol or in placebo group and 3rd month: patients treated with resveratrol or
placebo for 3 months. IL: interleukin.
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Figure 3. Effects of resveratrol on the biomarkers of heart failure. Values are expressed as mean + SEM.
* p< 0.05 vs. placebo group at the 3rd month. Baseline: measured values at randomization in the
resveratrol or in the placebo group and 3rd month: patients treated with resveratrol or placebo for
3 months. NT-proBNP: N-terminal prohormone of brain natriuretic.

3.4. BMI, General Hemodynamic and ECG Parameters

Body mass index (BMI) alterations were not significant in either the resveratrol (29.31 + 0.99 kg/m?
vs. 29.06 + 1.01 kg/m?, NS) or in the placebo group (31.04 + 1.46 kg/m? vs. 31.34 + 1.39 kg/m?, NS) after
three months compared to the baseline (Table 5). Similarly, no significant alterations could be seen in
the blood pressure, in the heart rate and in the ECG parameters after one month (data not shown) and
at the end of the study (Table 5).

Table 5. BMI, general hemodynamic and ECG parameters.

Baseline 3rd Month
Parameters
Resveratrol Placebo Resveratrol Placebo

BW (kg) 85.53 + 3.09 89.97 + 5.06 84.77 + 3.19 90.80 + 4.77
BMI (kg/m2) 29.31 £ 0.99 31.04 + 1.46 29.06 £ 1.01 31.34 +1.39
Systolic BP (Hgmm) 132.5 + 3.41 128.8 + 3.80 131.6 + 3.21 125.8 + 2.65
Diastolic BP (Hgmm) 79.10 + 2.33 80.13 + 2.66 77.83 +1.82 76.30 +2.24
HR (beat/min) 72.20 +£2.75 76.93 + 2.50 70.04 + 2.87 70.73 £2.26
PQ (ms) 164.1 + 5.37 187.9 + 5.67 162.1 + 6.28 189.9 + 5.68
QRS (ms) 127.8 +5.35 137.3 + 6.19 136.5 + 5.68 132.9 +5.84
QTc (ms) 463.7 £ 5.03 476.9 + 6.65 469.9 +5.99 4712 £ 529

Values are expressed as mean + SEM. Baseline: measured values at randomization in the resveratrol or in the
placebo group, 3rd month: patients treated with resveratrol or placebo for 3 months, BMI: body mass index, BP:
blood pressure, BW: body weight, HR: heart rate, PQ: PQ interval on an electrocardiogram (ECG), QRS: the wide of
the QRS complex on the ECG and QTc: heart rate-corrected QT interval on ECG.
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3.5. The Effect of Resveratrol on Echocardiographic Parameters

The echocardiographic parameters of the patients did not differ significantly between the groups
at the beginning of the study. The left ventricular EF measured by two different methods was improved
significantly due to resveratrol administration by the end of the treatment period compared to the
baseline (Quinone method: 29.19 + 1.04% vs. 33.40 = 1.20%, p < 0.01 and Simpson method: 30.06 + 1.04%
vs. 34.60 + 1.44%, p < 0.01) (Table 6 and Figure 4). In parallel with this result, the left ventricular
stroke volume (SV) also increased, and the left ventricular end-systolic volume (LVESV) decreased
significantly in the RES group. Global longitudinal strain (GLS,%) of the LV showed a significant
improvement (-8.40 + 0.62 % vs. —9.58 £ 0.73%, p < 0.05) in the treated group by the end of the
follow-up compared to the baseline. In contrast, in the placebo group, no significant change could
be observed.

Table 6. Left ventricular echocardiographic parameters.

Echocardiographic Baseline 3rd Month
Parameters Resveratrol Placebo Resveratrol Placebo
EF (Quinone, %) 29.19 +1.04 30.16 =+ 1.10 33.40 + 1.20 **# 29.79 + 0.95
EF (Simson, %) 30.06 = 1.04 31.70 + 1.27 34.60 + 1.38 **# 30.41 +1.36
LVIDd (mm) 65.5 +1.55 62.83 +1.12 65.09 + 1.44 62.62 +1.12
LVIDs (mm) 54.87 +1.67 51.90 + 1.06 52.88 +1.62 51.67 = 1.06
LVEDV (mL) 182.4 +11.73 1573 +7.92 176.7 + 10.05 160.1 + 8.01
LVESV (mL) 129.0 + 9.37 106.7 + 5.80 116.3 + 8.00 ** 111.4 +5.60

SV (mL) 52.85 +2.82 50.69 + 3.38 60.46 + 3.13 **# 48.56 + 3.84
SW (mm) 11.47 £ 0.28 11.83 +£0.31 11.43 +0.29 11.83 +£0.31
PW (mm) 11.03 £ 0.17 11.17 £ 0.20 11.20 £ 0.17 11.14 £ 0.21
GLS (%) —-8.40 + 0.62 -8.80 + 0.75 —958+0.73** —-8.45 +0.75
E (m/s) 0.89 + 0.04 0.98 = 0.05 0.80 + 0.05*# 1.00 = 0.05
A (m/s) 0.78 +£ 0.04 0.71 = 0.05 0.78 + 0.04 0.76 = 0.06
E’ 0.05 + 0.002 0.05 + 0.003 0.06 + 0.003 0.05 + 0.003
E/A ratio 1.26 +0.12 1.57 +0.20 118 £0.15% 1.54 +0.19
E/E’ ratio 17.65 +1.31 19.32 +1.21 15.55 + 1.43 # 1994 +1.43

Values are expressed as mean + SEM. * p < 0.05, 3rd month values of the resveratrol group compared to the baseline

values. ** p < 0.01, 3rd month values of the resveratrol group compared to the baseline values. # p < 0.05, resveratrol

vs. placebo group at the 3rd month. A: late diastolic ventricular filling velocity, A’: late diastolic mitral annular

velocity, GLS: global longitudinal strain of the left ventricle, E: early diastolic ventricular filling velocity, E": early

diastolic mitral annular velocity, EF: ejection fraction, LVEDV: left ventricular end-diastolic volume, LVESV: left

ventricular end-systolic volume, LVIDd: diastolic left ventricular inner diameter, LVIDs: systolic left ventricular

inner diameter, PW: posterior wall thickness, SV: stroke volume and SW: septal wall thickness.

In the case of LV diastolic function, a significant difference in the E/A (1.18 = 0.15 vs. 1.54 £+ 0.19,
p < 0.05) and E/E’ ratios (15.55 + 1.43 vs. 19.94 + 1.43, p < 0.05) was observed between the resveratrol
and placebo groups after the three-month-long treatment.

In addition, the LAESV, LA long axis, RVIDd, RVIDs and RAEDV were also decreased significantly
in the RES group compared to the RES baseline values, as well as LAEDV, RAESV, IVC and TAPSE,
which also showed significant differences between the resveratrol and placebo groups after three months

(Table 7).
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Figure 4. The effect of resveratrol on the left ventricular systolic and diastolic functions. Values are
expressed as mean + SEM. * p < 0.05, 3rd month values of the resveratrol group compared to the
baseline values. ** p < 0.01, 3rd month values of the resveratrol group compared to the baseline values.
#p < 0.05, resveratrol vs. placebo group at the 3rd month. Baseline: measured values at randomization
in the resveratrol or in the placebo group; 3rd month: patients treated with resveratrol or placebo for
3 months. E: early diastolic ventricular filling velocity, E’: early diastolic mitral annular velocity, EF:
ejection fraction and GLS: global longitudinal strain of the left ventricle.

Table 7. Echocardiographic parameters of the right ventricle, right atrium and left atrium.

Echocardiographic Baseline 3rd Month
Parameters Resveratrol Placebo Resveratrol Placebo
RVIDd-mid (mm) 27.86 +1.14 23.90 +1.02 25.09 + 1.09 26.96 +0.98 *
RVIDd-basal (mm) 37.43 +£1.43 3414 £ 1.10 3483 +1.12* 37.03+1.17*
RVIDs (mm) 30.34 +1.21 29.43 + 1.26 28.00 + 1.05 * 29.86 + 1.13
TAPSE (mm) 16.24 + 0.74 16.58 + 0.74 17.96 + 0.82 # 15.76 + 0.63
LA long axis (mm) 64.03 = 1.68 64.21 +1.25 6179 £ 1.72*# 64.17 +1.14
LA short axis (mm) 46.14 + 0.98 45.38 +0.93 4529 +1.03 45.45 + 0.99
LA area (cm?) 27.11 £ 1.33 27.95 +1.10 25.99 + 1.35 28.05+1.10
LAEDV (mL) 59.96 + 5.24 63.68 + 4.21 50.74 + 3.14 * 66.24 + 4.79
LAESV (mL) 87.52 + 5.37 87.95 + 4.69 78.12 +3.99 *# 88.00 + 4.92
RA long axis (mm) 58.34 +2.13 58.59 + 1.63 56.72 + 2.28 60.10 + 1.65
RA short axis (mm) 4134 +1.21 41.00 £ 1.11 39.86 + 1.37 40.31 £ 1.04
RA area (cm?) 21.20 £2.12 21.28 +1.30 20.08 +2.09 21.56 + 1.33
RAEDV (mL) 42.87 + 4.44 4424 + 5.18 3450 + 347 *# 43.14 + 4.68
RAESV (mL) 54.63 + 5.15 60.23 + 5.53 4932 +350* 63.04 + 5.64
IVC (mm) 16.08 + 1.01 17.38 + 0.97 1524 +0.89 18.79 + 0.84

Values are expressed as mean + SEM. * p < 0.05, 3rd month values of the resveratrol or placebo group compared
to the baseline values. # p < 0.05, resveratrol vs. placebo group at the 3rd month. Baseline: measured values at
randomization in the resveratrol or in the placebo group; 3rd month: patients treated with resveratrol or placebo
for 3 months. IVC: inferior vena cava, LA: left atrium, LAEDV: left atrium end-diastolic volume, LAESV: left
atrium end-diastolic volume, RA: right atrium; RAEDV: right atrium end-diastolic volume, RAESV: right atrium
end-diastolic volume, RVIDd-basal: diastolic basal right ventricular inner diameter, RVIDd-mid: diastolic mid-right
ventricular inner diameter, RVIDs: systolic right ventricular inner diameter and TAPSE: tricuspid annular plane
systolic excursion.
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3.6. The Effect of Resveratrol on Exercise Capacity

The six-minute walk distance increased significantly in the resveratrol group (from 275 + 19 m to
298 + 22 m, p < 0.05) by the end of the treatment period compared to the baseline; however, in the
placebo group, there was no apparent change (NS).

3.7. The Effect of Resveratrol on the Respiratory Parameters

The treatment with resveratrol resulted in significantly improved FVC (75.38 + 3.31% vs.
79.27 + 3.07%, p < 0.05) by the end of the study period. Other expiratory parameters did not
show any changes compared to the baseline values (Table 8). However, the inspiratory vital capacity
(IVC) also increased significantly by resveratrol administration (83.85 + 3.65% vs. 90.27 + 3.39%,
p < 0.05) compared to the baseline.

Table 8. The effect of resveratrol on the spirometric parameters.

Spirometric Baseline 3rd Month

Parameters Resveratrol Placebo Resveratrol Placebo
FVC (%) 75.38 + 3.31 7441 + 3.75 79.27 +3.07 * 76.91 + 4.08
FEV; (%) 64.67 + 3.22 65.10 + 3.67 67.38 + 3.00 65.90 + 3.98
FEV/FVC ratio (%) 89.79 + 1.84 94.63 +2.18 89.29 +2.33 93.74 + 2.80
PEF (%) 56.50 + 3.01 55.91 + 3.67 5713 +3.28 59.09 + 3.89
FEF 25-75 (%) 55.92 +3.79 55.50 + 3.80 55.81 + 3.98 58.38 + 4.82
MEF75 (%) 58.50 + 3.60 56.68 =+ 3.50 60.85 + 3.99 60.90 +4.33
MEF50 (%) 55.65 + 4.10 52.95 + 3.83 55.35 + 3.77 57.14 + 4.09
MEE25 (%) 52.35 +4.30 55.95 +5.16 53.23 +4.73 56.21 +4.94
IVC (%) 83.35 + 3.65 81.32 +3.60 90.27 +3.39 * 86.36 + 3.91

Values are expressed as mean+ SEM. * p < 0.05, 3rd month values of resveratrol group compared to the baseline
values. Baseline: measured values at randomization in resveratrol or in placebo group; 3rd month: patients treated
with resveratrol or placebo for 3 months. FEF 25-75%: forced expiratory flow 25-75%, FEV: forced expiratory
volume, FVC: forced vital capacity, IVC: inspiratory vital capacity, MEF: maximal expiratory flows at 25%, 50% or
75% of FVC, PEF: peak expiratory flow.

3.8. The Effect of Resveratrol on the Quality of Life in Patients with Systolic Heart Failure

For the assessment of QoL the “Euro QoL five-dimension” (EQ-5D) questionnaire was used.
The main domains of the test did not differ significantly among the groups at the beginning of
the study. Our nonparametric statistical analysis showed significant improvement in the mobility
(Z = —2.236, p < 0.05), usual activities (Z = —2.646, p < 0.05) and anxiety/depression (Z = —2.236,
p < 0.05) but did not reveal any significant difference in self-care and pain/discomfort of the patients
in their resveratrol-treated group after three months compared to the baseline values. Summary,
RES administration resulted in a significantly improved percentage of the subjective health state
(54.86 + 2.78% vs. 61.17 + 2.72%; Z = =3.146, p = 0.002), but there was no significant change in the
placebo group (49.43 + 3.15% vs. 48.17 + 3.34%; Z = —0.631, NS).

3.9. Sequence Analysis and Differential Expression

At the end of the study, the mRNA analysis of seven patients showed that, in the resveratrol
group, 222 genes were differently expressed ((FC (fold change) abs. value >1.5 and FDR p-value < 0.05))
compared to the baseline values (Figure 5A,B).
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Figure 5. (A) Summary of the canonical pathways impacted by the differentially expressed genes
(DEGs) due to the resveratrol treatment (n = 7). Coloring of the bars represents the predicted
activation state of the given pathway based on Z-score calculations applied on the differential
expression of the genes in our study, included in the given canonical pathway. (B) Resveratrol
supplementation induced expressional alterations in human leukocytes. Heat map visualizing the
expression values of the differentially expressed genes (the most demonstrative 3 patients) significant
in the resveratrol-treated patients. Hierarchical clustering was conducted on Euclidean distances and
complete linkages. (C) The effect of RES on electron transport chains (ETC) in leukocytes. The canonical
pathway of oxidative phosphorylation (generated by the IPA /Ingenuity Pathway Analysis/ program)
depicting (green) only the members of ETC complexes demonstrating suppressed expression due to the
resveratrol treatment. ADP: adenosine diphosphate, ATP: adenosine triphosphate, CoQ: coenzyme Q,
MT-ATP6: gene of mitochondrial ATP synthase, NAD: nicotinamide adenine dinucleotide, ND: NADH
dehydrogenase and CYT: cytochrome.

The main finding in this trial was that the resveratrol treatment suppressed the expression of seven
genes of mitochondrial ETC (electron transport chain) members in leukocytes, including MT-ATP6
(ATP synthase FO subunit 6—complex V), MT-CYB (cytochrome b), MT-ND1 (NADH dehydrogenase,
subunit 1—complex I), MT-ND2 (NADH dehydrogenase, subunit 2—complex I), MT-ND4 (NADH
dehydrogenase, subunit 4—complex I), MT-ND5 (NADH dehydrogenase, subunit 5—complex I)
and MT-ND4L (NADH dehydrogenase, subunit 4L—complex I) (Figure 5C). However, the genes of
complex II and complex IV were not affected by resveratrol. Our results revealed that resveratrol had
an inhibitory effect on ATP synthesis via the oxidative phosphorylation; however it did not lead to
mitochondrial dysfunction in leukocytes, because it has no negative effect on the proteins affecting the
mitochondprial quality control (Figure 5A).

4. Discussion

Our present work firstly proved that resveratrol beneficially influences heart failure in a
randomized double-blind clinical trial (RCT). The major findings of our trial are that the resveratrol
treatment improved heart function, exercise tolerance, several spirometry parameters and quality of
life and decreased the level of cholesterol and inflammatory cytokines in systolic heart failure patients.
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It is well-established that resveratrol has various beneficial effects on the cardiovascular system.
It has a marked antioxidant effect due to its scavenger capability and due to enhancing the antioxidant
enzyme production (SOD, CAT and eNOS), as well as decreasing the amount of prooxidant enzymes
(NOXs and MPO) [31-33]. Therefore, resveratrol also has a marked anti-inflammatory and antiplatelet
effect [34-36]. Resveratrol also has beneficial effect on metabolic parameters; it can decrease the
cholesterol level and improve the insulin resistance [37,38]. However, these data are derived almost
completely from preclinical studies.

It was published previously by our workgroup that resveratrol in a murine post-infarct
heart failure model improves the heart function and decreases myocardial fibrotic remodeling
via its anti-inflammatory effect and via blocking the profibrotic intracellular signaling routes [25].
Other workgroups showed similar results in various animal heart failure models; however, in a human
clinical trial, the effect of RES has not been confirmed yet [13,26].

In this one-center double-blind RCT, the baseline characteristics of symptomatic systolic
heart failure (HFrEF) patients were well-balanced due to the used randomization method
(adaptive minimization) [39]. Guideline-directed medical treatment (GDMT) was administered
in the maximal tolerated dose, and almost every patient was given ACEI or ARB and beta-blockers,
and only one-quarter of the patients was not on MRA treatments (Table 2).

In our heart failure patients, resveratrol supplementation improved the systolic left ventricular
function expressed as the ejection fraction (EF). The EF was measured in two different ways, by using
the Quinones and the Simpson methods. We chose the Quinones method instead of the Teichholz’s
method, because according to the literature, it is better correlation with volumetric methods [40].
Nowadays, however, the volumetric Simpson method is by far the most commonly used method for
quantifying left ventricular function. In the case of both methods, a similar increase could be seen in
the resveratrol-treated group; however, in the placebo group, no change was observable.

Global longitudinal strain (GLS) is another measure of LV global function that also correlates with
the extent of myocardial fibrosis in patients with HFrEF [41]. In the placebo-treated group, the GLS
value remained unchanged by the end of the treatment period. The resveratrol treatment, however,
caused an improvement of the GLS value in parallel with other measures indicating systolic heart
function. Moreover, GLS can show the extent of myocardial remodeling, especially myocardial fibrosis.
In parallel with the improvement of systolic heart function, diastolic heart function also got better
(i.e., the E/e’ ratio decreased) in the resveratrol group. In the placebo group the diastolic function
was unchanged.

Natural polyphenols could improve heart function in a wide variety of experimental heart failure
models [42-44]. However, in human clinical trials, there are only a few data regarding the effect of
resveratrol treatment on heart function. Our workgroup proved previously that a low-dose resveratrol
treatment (10 mg/day) improved the diastolic function in patients with coronary artery disease (CAD),
while, in the case of systolic LV function, only a favorable tendency was present (NS) [45]. In another
small trial also conducted in CAD patients using a higher dose (100 mg/day) of resveratrol, both the
systolic and diastolic function improved.

Not only the heart function but, also, the exercise tolerance determined by the 6MWT showed
significant improvement in resveratrol-treated patients by the end of the three-month-long treatment
period. This result is in accordance with the preclinical results carried out in several murine models [46].
However, there are no clinical data regarding the effect of resveratrol on the physical exercise capacity in
heart failure patients yet. In an interesting trial, Voduc N. and his coworkers proved that resveratrol itself
in healthy people has no positive effect on exercise capacity and on the maximal oxygen consumption
(VOymax) [47]; moreover, Glieman L. et al. demonstrated that, in aged men, the resveratrol treatment
blunted the positive cardiovascular effects of exercise and moderated the increase of VO,max caused
by the training program [48]. Therefore, the increase of exercise capacity can be predominantly the
consequence of the improvement of heart function in heart failure patients.
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The analysis of cardiac biomarkers strengthens the findings regarding heart function and exercise
tolerance. Galectin-3, which is secreted by macrophages, has been known for its significant role in
mediating cardiac fibrosis and inflammation [49]. These data were also proved in a human clinical
examination [50]. In our trial, the resveratrol treatment decreased the galectin-3 level, but in the placebo
group, no change could be seen. This result supports the beneficial changes that occurred in the case of
GLS, because GLS is directly proportional to the extent of interstitial fibrosis [41].

NT-proBNP is the most widely used biomarker in the diagnosis and risk stratification of heart
failure. It shows a strong correlation with the severity of heart failure, although its value can be
variable due to alterations in the volume status of patients. In our trial, the resveratrol supplementation
decreased the level of NT-proBNP (NS), and in the placebo group, a worsening tendency could be
seen, so by the end of the treatment period, a significantly lower natriuretic peptide level was achieved
in the RES group than in the placebo group. In a study conducted in stable CAD patients, Militaru and
coworkers found that resveratrol decreases the NT-proBNP level even without overt heart failure [51].
The continuously increasing level of heart failure biomarkers (NT-proBNP and galectin-3) in the
placebo group can be a consequence of the progression of the disease. According to the literature, there
was a linear relationship between NT-proBNP and the number of hospitalization, as well as mortality,
due to heart failure [52].

The improvement of left ventricular heart function in the resveratrol-treated group is in-line with
the decreased volume retention and with the decongestion of organs. It is known that extravascular
fluid accumulation in the lungs is accompanied by the alteration of several spirometry measures,
e.g., forced vital capacity (FVC) and inspiratory vital capacity (IVC) [53,54]. Moreover, Gehlback et
al. showed that, after heart transplantation, not only the ventilation volumes but the airflow velocity
(FEV1) was also better [54]. Due to resveratrol supplementation in the present trial, FVC and IVC
increased significantly by the end of the treatment period. However, in the case of airway obstruction
parameters, no significant changes could be seen in this study. FEV1 showed only a mild, nonsignificant
improvement in the RES group.

The level of inflammatory cytokines, IL-1 and IL-6 decreased in the resveratrol-treated heart failure
patients compared to the placebo group. Similar results were seen in the literature [55]. This favorable
change is parallel with the level of galectin-3(3 that mediates inflammation. The levels of inflammatory
cytokines produced by the activated leukocytes are inversely proportional to the systolic left ventricular
function [56]. The increasing level of IL-1 and IL-6 in the placebo group can be explained by the
slow progression of heart failure in our enrolled population. The correlation between inflammation
and adverse cardiovascular outcomes in heart failure was documented. Essentially, heart failure
progression was attributed to sustained proinflammatory cytokine signaling, based on the observation
that proinflammatory cytokines were elevated and continuously worsened during the progression of
the disease [57]. Interestingly, the mRNA profile analysis of leukocytes revealed a significant decrease
in genes encoding several mitochondrial respiratory proteins. Resveratrol, however, did not interfere
with the expression of various proteins playing a part in the mitochondrial quality control. Moderating
the production of ETC proteins in leukocytes can decrease the oxidative phosphorylation in leukocytes,
which is directly proportional to their activity. The decreased production of proinflammatory cytokines
in this work can be a sign of the moderated activity of leukocytes. This anti-inflammatory effect can
be an important aspect of the resveratrol treatment in heart failure patients, besides its well-known
mitochondprial protective effects in cardiomyocytes.

5. Conclusions

In this human clinical trial, the positive effects of resveratrol were proved in systolic heart
failure (HFrEF) patients added to the standard therapy. The resveratrol treatment improved several
parameters of heart function, exercise tolerance and quality of life. Moreover, resveratrol exerted
an anti-inflammatory effect measured by the decrease of levels of inflammatory cytokines (IL-1 and
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IL-6). According to our results, the decreased activity of leukocytes can be an important mechanism of
resveratrol, and it can contribute to its cardioprotective effect in heart failure.

6. Limitations of the Study

This study has some potential limitations. Although the study was double-blinded and
randomized, (1) the number of the enrolled patients was quite low (n = 30/group), and (2) the
follow-up period was relatively short. Due to these limitations, the results, including RNA sequencing,
have to be interpreted cautiously. In the future, adequately powered randomized, controlled trials
reporting patient-relevant outcomes with long-term follow-up periods are required to properly prove
the efficacy of resveratrol supplementation in systolic heart failure, as well as to understand the exact
biochemical and cellular mechanism.
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Objectives. Several beneficial effects of resveratrol have already been published. This study evaluated the effect of resveratrol on the
hemorheological parameters in patients with heart failure with reduced ejection fraction. Methods. In our double-blind, placebo-
controlled human clinical trial, we enrolled 60 outpatients with heart failure. Patients were randomized into two groups:
receiving either 100 mg resveratrol capsule daily or placebo for 3 months. Hematocrit was determined by microhematocrit
centrifuge. Plasma and whole blood viscosity was evaluated by capillary viscometer. Erythrocyte aggregation was measured
by both LORCA and Myrenne aggregometers. LORCA ektacytometer was used for measuring erythrocyte deformability.
Exercise capacity was assessed by a 6-minute walk test. Results. Resveratrol treatment did not have any significant effect on
hematocrit and viscosity. The erythrocyte deformability also remained unchanged. However, significant improvement of red
blood cell aggregation was observed in the resveratrol group compared to baseline after 3 months. Furthermore, positive
correlation was found between the exercise capacity and the hemorheological properties (Hct, WBV, and RBC aggregation
and deformability) as well. Conclusion. These findings indicate that resveratrol can significantly reduce red blood cell
aggregation, which may positively influence microcirculation, which may contribute to the improvement of tissue perfusion

and oxygen supply in heart failure.

1. Introduction

Heart failure (HF) continues to be a significant cause of car-
diovascular mortality. Over the past few decades, numerous
medical and device-based therapies have been developed
for the management of heart failure; however, mortality
remains high even in optimally treated patients [1]. Heart
failure is a systemic, multifactorial disease, in which complex
structural, neurohumoral, cellular, and molecular changes
lead to volume overload, increased sympathetic activity,
and redistribution of circulation and result in different,
developing clinical signs and symptoms in parallel [2, 3].
Complex impairment of peripheral and coronary blood flow
in HF including restricted microcirculation, attenuated regu-
latory mechanisms, and impaired hemorheological proper-
ties causes reduced oxygen utilization contributing to the
symptoms and progression of heart failure [4-6].

Red blood cell (RBC) aggregation and deformability have
an important role in capillary blood flow including coronary
microcirculation. Besides many clinical states (e.g., ischemic
heart disease, diabetes, and venous thrombosis), heart failure
is known to be associated with increased RBC aggregation,
which has a negative influence on the in vivo flow dynamics
of blood. The reduction of RBC aggregation may have a pos-
itive effect on the flow properties of blood, which can be ben-
eficial in cardiovascular diseases [7-10]. Furthermore, when
the vascular autoregulatory reserve is exhausted in heart fail-
ure, the hemorheological disturbances—which can be easily
compensated in healthy individuals—will have deleterious
effects. Moreover, rheological disorders were found to be
present even in the early stage of cardiovascular diseases,
before their massive functional manifestation [5, 6, 11].

Over the past several decades, numerous reports have
demonstrated enhanced expression of inflammatory cytokines
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FIGURE 1: Study design.

(e.g, TNF-a, IL-1, IL-6, and IL-18) and reactive oxygen
species (ROS) in chronic heart failure. These pathological
conditions contribute to cardiac damage (remodelling, hyper-
trophy, fibrosis, etc.) and peripheral vascular disturbances
[12-14]. Red blood cells are also prone to oxidative stress
being the first cells in the body to be exposed to stressful stim-
uli, which results in abnormalities in the function, morphol-
ogy, and metabolism of erythrocytes [15]. The aggregation
and deformability of RBCs depend on the cellular properties
as well as the mechanical and physicochemical characteristics
of their environment (e.g., fibrinogen, large molecular weight
globulins) [16], and both are influenced by the aforemen-
tioned processes.

French people tend to have a lower incidence of cardio-
vascular diseases despite having similar coronary risk factors
as people in other industrialized countries. This phenome-
non is known as the French paradox and is attributed to
the higher red wine intake by the French [17].

Red wine contains high amount of polyphenolic com-
pounds like resveratrol (RES), catechin, and quercetin,
and RES is considered to be primarily responsible for the
cardioprotective effect of red wine. Resveratrol (3,5,4-trihy-
droxystilbene) is a nonflavonoid polyphenolic compound
produced by plants in response to environmental stress.
Several mechanisms may be responsible for the cardioprotec-
tive effect of RES including reduction of oxidative stress,
inflammation, and pathologic hypertrophic signaling and
improved Ca®" handling [18-22]. As these are important
factors also in the pathogenesis of heart failure, we sup-
posed that resveratrol may also have protective effects in
heart failure.

The effects of moderate red wine consumption and the
effectiveness of RES treatment on hemorheological parame-
ters have already been evaluated in some previous animal
and human trials. In a previous in vivo study of our working
group, moderate red wine consumption had beneficial effect
on red blood cell aggregation and deformability in healthy

volunteers. Moreover, a significant improvement of RBC
deformability and platelet aggregation was observed after
RES administration (10 mg daily for 3 months) in patients
with chronic ischemic heart disease [8, 23, 24].

According to literature, no effects of RES on rheological
properties have been reported in heart failure. Therefore,
the aim of this study was to test our hypothesis that resvera-
trol can improve the hemorheological parameters in patients
with heart failure with reduced ejection fraction.

2. Materials and Methods

2.1. Study Design. Our trial was a single-center, double-blind,
randomized placebo-controlled human study. The study
design is summarized in Figure 1. The study was conducted
in accordance with the principles stated in the Declaration
of Helsinki (1996) and International Conference on Harmo-
nization Good Clinical Practice, as well as local and national
regulations. The protocol of the trial was approved by the
Regional Ethics Committee of the University of Pécs (license
number 5830). Written informed consent has been provided
by all patients prior to any study-related procedures.

2.2. Eligibility. 60 stable outpatients (age: 66.7 + 2.01 years,
17 women and 43 men) with heart failure with reduced
ejection fraction (HFrEF) in NYHA (New York Heart
Association) class II or III were enrolled between
01/03/2016 and 30/11/2017 into our study (ejection frac-
tion (EF) < 40%; ischemic/nonischemic: 34/26). They were
randomized into two groups (resveratrol group and pla-
cebo group): 100 mg resveratrol capsules were adminis-
tered orally for 3 months (2x50mg) in the first group
(n=30) and identical placebo capsules in the second
group (n=30). The baseline values of RES and placebo
groups were compared to the age-matched control group
(mean age: 67.15+ 1.01 years, female/male: 11/9), without
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heart failure (ejection fraction >50%), and with moderate
cardiovascular risk profile.

The resveratrol capsule and the matching placebo were
purchased from ARGINA Nutraceuticals Ltd. (Fot, Hun-
gary). The resveratrol capsule is commercially available and
has official license for being marketed.

The main exclusion criteria were acute cardiovascular or
cerebrovascular event, major cardiac surgery or interven-
tion within 30 days prior to randomization, renal failure
(estimated glomerular filtration rate (eGFR) <20ml/1.73
m?/min), or hepatic impairment (alanine aminotransferase
(ALT) or aspartate aminotransferase (AST)>2x upper
limit of normal (ULN) at baseline).

All of the involved patients received the evidence-based
drug treatment for heart failure with reduced ejection frac-
tion (HFrEF), including angiotensin-converting enzyme
(ACE) inhibitors (or angiotensin receptor blocker (ARB)),
beta-blockers, mineralocorticoid receptor antagonists (MRA),
and in certain cases ivabradine. No patients were on angio-
tensin receptor-neprilysin inhibitor (ARNI) therapy. The
preventive drug regime and the used doses were based on
the actual ESC (European Society of Cardiology) heart fail-
ure guideline [2].

The patients had baseline and 3-month follow-up visits.
During visits, the compliance of the patients was checked
according to self-report and counting the remaining capsules
at the final (3-month follow-up) visit. During the whole study
period, subjects were in stable clinical condition and received
unchanged medical therapy (Table 1).

The baseline characteristics and the homogeneity of our
randomized population are described in Table 1. There were
no significant differences in epidemiological characteristics
between the placebo- and RES-treated groups at baseline.

2.3. Hemorheological Parameters. In this hemorheological
substudy, blood samples were taken on the day of ran-
domization and after 3 months from the antecubital vein
after a 12-hour fasting. Blood samples for hemorheological
measurements were collected into 2x6ml ethylenedi-
aminetetraacetic acid- (EDTA-) coated Vacutainer tubes
with a 21-gauge butterfly infusion set. Hemorheological
measurements were carried out within 2 hours after blood
sampling [25].

The following hemorheological parameters were deter-
mined: hematocrit, plasma and whole blood viscosity, and
red blood cell deformability and aggregation.

2.3.1. Hematocrit. Hematocrit (Hct) was measured by
Haemofuge microhematocrit centrifuge (Heraeus Instr.;
Germany). Measurements were performed at room tem-
perature (22 +1°C) [26].

2.3.2. Plasma and Whole Blood Viscosity. Plasma viscosity
(PV) and whole blood viscosity (WBV) values were deter-
mined by a Hevimet 40 capillary viscometer (Hemorex Ltd.,
Hungary). Plasma was collected after blood sample centrifu-
gation for 10 minutes at 1500 g. Apparent WBV values inter-
polated to 90s™ shear rate were reported. Measurements
were performed at 37°C [26].

2.3.3. Red Blood Cell Aggregation. Red blood cell aggregation
measurements were carried out with a LORCA aggregometer
(Laser-assisted Optical Rotational Cell Analyzer; R&R
Mechatronics, Hoorn, The Netherlands) based on syllecto-
metry. 1 ml of oxygenated blood is injected into the gap
between a static bob and a rotating cylinder that creates a
simple shear flow. Erythrocytes are first disaggregated at high
shear rate (500 s') then the shearing is stopped. The intensity
of backscattered laser light is plotted against time on a syllec-
togram. The aggregation behavior of blood sample is charac-
terized by the aggregation index (AI) calculated from the first
10 seconds of the syllectogram after the shape recovery
period and by the time that elapses until intensity is reduced
to half of the peak amplitude (t,,,). The smallest shear rate
required for complete disaggregation (y: gamma (1/s)) was
also determined [27].

RBC aggregation was measured also by Myrenne aggreg-
ometer (MA-1 Aggregometer, Myrenne Ltd., Germany),
applying the light transmission method of Schmid-
Schonbein et al. This method calculates the aggregation
index according to the change in intensity of transmitted
infrared light during aggregation either at zero shear (M)
or low shear (M, at 3s™") after disaggregation [28].

2.3.4. Red Blood Cell Deformability. For the deformability
measurement with LORCA ektacytometer, 25 ul blood was
suspended in high viscosity (32.6 mPas) polyvinylpyrroli-
done solution. RBCs were sheared by shear stress from
0.3 Pa to 30 Pa, and their deformation was visualized by laser
diffraction. The isointensive points of the diffraction pattern
draw an ellipse with a longer A and a shorter B diameter.
Deformation is characterized by the elongation index calcu-
lated by (A - B)/(A + B). Measurements were performed at
37°C. The deformability results were also analyzed by means
of the Lineweaver-Burke nonlinear equation, with calcula-
tion of the maximal elongation index (EI_,,) at theoretical
infinite shear and the shear stress value required for half of
this maximal elongation (SS,,) [29]. However, since
goodness-of-fit results proved to be below the acceptable
level in several cases and rejecting such cases would have
biased results, we only used the raw elongation index (EI)
parameters rather than EI, . and SS,,, in the final analysis.

2.4. Six-Minute Walk Test. The six-minute walk test
(6MWT) is a submaximal exercise test that measures the
walking distance for 6 minutes. The test was performed on
a 30 m long section of the corridor in our department accord-
ing to the guideline of American Thoracic Society. The
patients were in rest comfortably for 10 minutes prior to
the test. The supervisor was a study nurse, who was blinded
to the protocol. After 6 minutes or if the patient could not
walk any further, the test was stopped and the distance and
the reason for stopping (dyspnea, fatigue, chest pain, etc.)
were recorded [30].

2.5. Statistical Analysis. SPSS statistical software, version 25,
was used for statistical analysis. After using the Kolmogorov-
Smirnov test to check the normality of the data distribution,
differences between baseline and 3-month values were analyzed
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TaBLE 1: Baseline characteristics of the study population according to the treatment arms.
Resveratrol Placebo
(n=30) (n=30)

Age (year) 65.8+1.9 67.5+2.1
Male 22 (73%) 21 (70%)
Ejection fraction (%) 30.06 +1.04 31.70 +1.27
NT-proBNP (pg/ml) 2998 £ 507 3139 + 446
Serum creatinine (gmol/l) 99.77 +4.42 104.47 +4.82
Sys. BP (mmHg) 132.47 £3.4 128.77 £3.8
Dias. BP (mmHg) 79.1+£2.33 80.13 +2.66
Heart rate (beat/min) 72.2+2.75 76.93 +2.5

Etiological factors

Ischemic heart disease

Nonischemic (alcohol, chemotherapy, and myocarditis)
Risk factors, comorbidities

17 (56.7%)
13 (43.3%)

17 (56.7%)
13 (43.3%)

Hypertension 22 (73%) 23 (76%)
Diabetes 13 (43%) 14 (46%)
Smoking 11 (36%) 8 (27%)
Pulmonary diseases (asthma, COPD) 7 (23%) 8 (27%)
BMI (kg/m?) 29.3+0.9 30.4+1.3
Target heart rate (>70/min) 23 (76.7%) 20 (66.7%)
Atrial fibrillation 7 (23%) 10 (33.3%)
Concomitant treatment

ACE inhibitor/ARB 28 (93%) 29 (97%)
Beta-blocker 29 (97%) 28 (93%)
MRA 23 (76.7%) 21 (70%)
Ivabradine 6 (20%) 6 (20%)
Diuretics

Loop diuretics (furosemide, etacrynic acid) 27 (90%) 28 (93%)
Thiazide or thiazide-like diuretics (hypothiazide, indapamide, etc.) 8 (27%) 9 (30%)
Device therapy

CRT-P/D 9 (30%) 7 (23.2%)
ICD 4 (13%) 3 (10%)

Baseline characteristics of the study population according to the treatment arms. Values are expressed as mean + SEM. There were no significant differences in
characteristics between RES- (resveratrol-) and placebo-treated groups at baseline. ACEI: angiotensin-converting enzyme inhibitors; ARB: angiotensin receptor
blocker; BMI: body mass index; COPD: chronic obstructive pulmonary disease; CRT-P/D: cardiac resynchronization therapy-pacemaker/defibrillator; Dias. BP:
diastolic blood pressure; ICD: implantable cardioverter-defibrillator; MRA: mineralocorticoid receptor antagonist; NT-proBNP: N-terminal prohormone of

brain natriuretic peptide; Sys. BP: systolic blood pressure.

by paired two-sample Student’s ¢-test. Differences between the
groups were calculated by one-way analysis of variance
(ANOVA) test. Data are expressed as mean + SEM (standard
error of mean). Significance level was defined as p <0.05.
The homogeneity of the groups was tested by Levene’s F
-test. The impact of parameters on 6MWT results was ana-
lyzed by the Pearson correlation analysis.

3. Results

3.1. Hemorheological Parameters. The apparent WBV was
increased (p <0.05) in heart failure patients, but Hct and

PV did not show any difference in either resveratrol or pla-
cebo group compared to the control group at baseline.
According to our results, resveratrol had no effect on Hct,
PV, or WBV and no difference was observed between the
two groups (RES and placebo) either at baseline or after the
3-month follow-up period (Table 2).

The AT and the threshold shear rate (y) were significantly
higher, and aggregation half time (¢,,,) was significantly lower
in both the resveratrol and placebo groups compared to the
control group at baseline (p < 0.05). The M, measured by Myr-
enne (p <0.05), the LORCA AI (p <0.05), and LORCA y
(p<0.05) decreased significantly after RES treatment.
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TaBLE 2: Effect of resveratrol on hemorheological parameters.

Baseline 3 month

Control Resveratrol Placebo Resveratrol Placebo

N=20 N =30 N =30 N =30 N =30
Hematocrit (%) 43.35+0.63 45.03+0.98 44.93 +0.98 44.76 +£0.93 44.10+£1.02
WBV (mPas) 4.04+0.07 4.59+0.13" 4.55+0.14" 4.45+0.13 4.42+0.13
PV (mPas) 1.28 £0.02 1.34+£0.02 1.31+£0.02 1.32+£0.02 1.32+0.02
RBC aggregation (Myrenne)
M 591+0.25 6.02+0.36 6.38+0.28 5.90 £0.31 6.36 £0.28
M, 13.77 £ 0.78 13.96 £ 0.42 14.14 + .0.47 13.46 £ 0.40 * 13.84 £ 0.51
RBC aggregation (LORCA)
Al 69.37 + 1.1 73.36 + 1.02° 72.08 +1.04" 70.55 +0.99 * 70.15+1.14
t, (s) 1.57 +0.11 1.23 +0.08" 1.34 +0.09% 1.45 + 0.08 * 1.51+0.11
y (1/s) 112.75+4.43 161.92 +11.02% 160.39 + 12.54" 133.70 +7.25 * 138.60 £9.12

Values are expressed as mean + SEM. “Significant difference in the resveratrol or placebo groups compared to the control group at baseline; #significant
difference in 3" month values of the resveratrol group compared to the baseline values of the resveratrol group (p < 0.05). Baseline: measured values at
randomization in the resveratrol group or in the placebo group; 3™ month: patients treated with resveratrol or placebo for 3 months; Al: aggregation index;
t,, (s): aggregation half time; M and M, values: aggregation indices at different rotation speeds of the aggregometer; PV: plasma viscosity; RBC: red blood

cell; WBV: whole blood viscosity; y (1/s): threshold shear rate.

Aggregation index (AI)
80.00
£
75.00 S I
< 70.00 I I

65.00

60.00

Baseline 3rd month Baseline 3rd month
Resveratrol Placebo
Aggregation half time (t,,,)
2.00 gereg 1/2

*

1.50 I I I

< 1004
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0.00
Baseline 3rd month Baseline 3rd month
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F1GURE 2: Effect of resveratrol on red blood cell aggregation. Values are expressed as mean + SEM. Star () =significant difference in 3
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month values of the resveratrol group compared to the baseline values of the resveratrol group (p < 0.05). Baseline: measured values at
randomization in the resveratrol or placebo group; 3™ month: patients treated with resveratrol or placebo for 3 months; M, value:
aggregation index at 3s™' rotation speed of the Myrenne aggregometer; Al: aggregation index measured by LORCA aggregometer; t,,, (s):

aggregation half time; p (1/s): threshold shear rate.
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TasBLE 3: Effect of resveratrol on red blood cell deformability.

Baseline
Resveratrol (EI)

Placebo (EI)

3rd month

Resveratrol (EI) Placebo (EI)

Shear stress

30 (Pa) 0.619 £ 0.003 0.623 £ 0.001 0.621 £ 0.002 0.623 £0.001
3 (Pa) 0.415 +0.004 0.420 £ 0.003 0.414 £ 0.004 0.422 £ 0.003
0.3 (Pa) 0.008 £ 0.009 0.009 £ 0.006 0.005 £ 0.007 0.009 £ 0.006

Values are expressed as mean + SEM. There was no difference in the EI values at any shear stresses between the placebo, resveratrol baseline, and

3™ month

groups. Baseline: measured values at randomization in the resveratrol or placebo group; 3™ month: patients treated with resveratrol or placebo for 3

months. EI: elongation index; Pa: pascal.

Furthermore, #,,, measured by LORCA also demonstrated a
significant (p < 0.05) alteration after 3 months compared to
baseline (Table 2, Figure 2).

The deformability of RBCs at any measured shear stresses
did not show significant changes in either group after 3
months compared to baseline (Table 3), though an increasing
tendency of EI at high shear stress could be seen in the resver-
atrol group.

3.2. Six-Minute Walk Test. The 6-minute walk distance
improved significantly (275+19.3m vs. 298 £21.6m, p <
0.05) after RES treatment compared to baseline but did not
change in the placebo group (NS).

3.3. Relationship between 6-Minute Walk Distance and
Hemorheological Variables. Hematocrit (r =0.343, p < 0.05)
and whole blood viscosity (r = 0.308, p < 0.05) had a moder-
ate positive correlation with the 6MW'T (correlation indices
of the baseline pooled group). In the resveratrol group, signif-
icant correlation could be revealed between the 6-minute
walk distance and the erythrocyte aggregation after 3
months: lower M, aggregation index (r =-0.269, p <0.05)
and lower y (-0.417, p <0.05) were associated with longer
walk distance. In addition, in this subgroup, significant posi-
tive correlation was found between 6MWT and EI at high
shear stresses (EI30: r = 0.480, p < 0.005).

4. Discussion

The altered hemorheological factors in heart failure may play
an important role in the complex impairment of microcircu-
lation and the progression of heart failure. In previous stud-
ies, hemorheological parameters (WBV, plasma fibrinogen
level, and RBC aggregation and deformability) were found
significantly worse in heart failure patients than in healthy
people [6]. Reduced peripheral blood flow, oxygen transport
(hypoxemia), and increased oxidative stress in heart failure
are described to cause RBC disorders [5, 6, 15]. Damage to
red blood cells by ROS results in abnormalities in the func-
tion, morphology, and metabolism of erythrocyte including
RBC aggregation and deformability [15, 31]. Cytoskeletal
and membrane proteins and lipids are oxidized by ROS,
which possibly increases the tendency of “damaged” erythro-
cytes to adhere with other erythrocytes thereby increasing
RBC aggregation [32]. Our results demonstrated increased
erythrocyte aggregation in heart failure patients compared

to age-matched patients with moderate cardiovascular risk
profile without heart failure (Table 2). Moreover,
hypoxemia-induced rise in hematocrit (increased erythrocyte
production) and elevated blood viscosity were observed in
heart failure [6, 26], while in advanced stages of heart fail-
ure hematocrit level often decreases due to increased
plasma volume (hemodilution), iron deficiency, and/or
bone marrow depression caused by excessive cytokine
and ROS production [33, 34].

According to literature, RES may have a protective role
against the development of cardiovascular diseases. Primar-
ily, RES is thought to be responsible for the cardioprotective
effect of red wine (French paradox). The bioactive polyphe-
nol resveratrol possesses antioxidant properties, reduces oxi-
dative stress in animal models, and may contribute to the
preservation of cardiac structure and function in animals
[17-19]. Animal studies showed that RES can stabilize eryth-
rocytes by the reduction of erythrocyte osmotic fragility [35].
RES was also described to maintain vascular endothelial
function and to dilate blood vessels [19]. A previous human
study of our working group assessing endothelial dysfunction
detected significant improvement in vasorelaxation in RES-
treated patients [8]. Other authors reported that resveratrol
can change the properties of plasma proteins and preserve
the structure of fibrinogen from conformational alterations
[36-38], which may influence RBC aggregation as well.

The effects of resveratrol on hemorheological parameters
have already been evaluated in some animal and human
trials; however, they have not been studied in heart failure
[8, 24].

The main findings of our present trial after a 3-month
follow-up period are as follows.

(1) RBC aggregation was decreased significantly in
patients treated with resveratrol; (2) macrorheological param-
eters did not change significantly; (3) the 6-minute walk
distance was increased significantly in resveratrol-treated
patients; (4) relationship was detected between the 6-minute
walk distance and some hemorheological variables (erythro-
cyte aggregation, erythrocyte deformability, hematocrit, and
whole blood viscosity).

We found no significant change in Hct, WBV, and PV
values after the 3-month RES treatment. Similar results were
seen in a previous study of our workgroup [8].

On the other hand, we could demonstrate a significant
decrease of RBC aggregation in our patients after RES treat-
ment via several parameters. Based on our results—which
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confirm a previous study [6]—RBC aggregation is deterio-
rated significantly in patients with heart failure, while in this
study RES treatment partially reversed these changes of RBC
aggregation. Though some difference could be seen between
the results of LORCA and Myrenne, these are probably the
consequences of the different principles of operation and pre-
cision of the instruments [25].

The decrease in aggregation may be a consequence of
the antioxidant properties of RES and the modifications
of plasma proteins as well. According to one of the
accepted theories, RBC aggregation is due to the bridging
between adjacent cells by specific plasma proteins (e.g.,
fibrinogen, large molecular weight globulins) and influ-
enced by the concentration and specific binding to the
erythrocyte membrane of fibrinogen. It is known that poly-
phenols are bound to plasma proteins due to their poor
water solubility. RES may change the properties of plasma
proteins and RBC surface molecules, thus reducing the abil-
ity to form cross-links between cellular components and
decreasing erythrocyte aggregation [23, 37, 38]. The reduc-
tion of RBC aggregation may have a positive effect on the
flow properties of coronary microcirculation, which can
be especially important in heart failure.

In this trial, we could not demonstrate the change of RBC
deformability after RES treatment by any ektacytometry
parameters.

6MWT is a routine diagnostic procedure to quantify
the exercise capacity of heart failure patients [39]. In this
double-blind, randomized placebo-controlled  study,
resveratrol-treated patients had longer walk distance after
the 3-month follow-up period, which is concordant with
the results of a previous study [40]. Furthermore, a pos-
itive correlation was found between the functional capac-
ity and the favorable hemorheological alterations as well.
The improving hemorheological parameters may partly
contribute to the longer walk distance in patients treated
with resveratrol.

5. Conclusion

In our in vivo human study, we confirmed the beneficial
effect of RES on erythrocyte aggregation in heart failure.
The decrease of RBC aggregation by RES may positively
influence the microcirculation, tissue perfusion, and oxygen
supply, which may contribute to the improvement of the cor-
onary and peripheral blood flow and probably increase the
exercise capacity of patients with heart failure with reduced
ejection fraction.

5.1. Limitations of the Study. This study has potential lim-
itations. Although the study was double-blind, random-
ized, (1) the number of patients enrolled was low and
the (2) follow-up period was relatively short. The rheolog-
ical changes observed were significant (3) but the degree of
change was modest.

Several positive effects of resveratrol by different mecha-
nisms are proven. (4) It is not known exactly whether the
positive effect of resveratrol on cardiac function and exercise
capacity is due to these rheological changes or other mecha-

nisms are also responsible for it. Further studies are required
on heart failure patients to properly understand the exact
biochemical and cellular mechanism of resveratrol.
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