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Bevezetés: A cukorbetegség diabéteszes cardiomyopathia kialakulasahoz vezet, amely karosodott nitrogén-monoxid (NO) — szolubilis
guanilat-ciklaz (sGC) — ciklikus guanozin-monofoszfat (cGMP) jelatvitellel tarsul. A megndvelt intracellularis cGMP-szint kardioprotektiv
hatasat tobb szivbetegségben is leirtak. Jelen kisérletlinkben az sGC farmakoldgiai aktivacidjanak hatasat vizsgaltuk diabéteszes cardio-
myopathiaban.

Moédszerek: Patkanyainkban 1-es tipusu diabetes mellitust (DM) streptozotocinnal indukaltunk. Ezt kdvetéen az allatok per os sGC-aktiva-
tor cinaciguatot (10 mg/testtdmeg kg/nap) vagy placeboét kaptak 8 héten at. A kardialis funkcié megitélésére bal kamrai (BK) nyomastérfogat
(P-V) analizist végeztiink. Gén- (QRT-PCR) és proteinexpresszids (Western-blot) vizsgalatokat hajtottunk végre BK-i szivizomszovetbdl. A
myocardium strukturalis valtozasat, fibrotikus atépllésének jeleit és a DNS-karosodas mértékét szovettani- és immunhisztokémiai vizsga-
latokkal tanulmanyoztuk.

Eredmények: Cukorbetegségben karosodott miokardialis cGMP-jelatvitelt lattunk (emelkedett foszfodiészteraz-5 expresszio, csokkent
cGMP-szint és protein-kinaz-G aktivitas). Emellett szivizomsejt-hipertréfia, fibrotikus atépilés és DNS-téredezettség volt jelen a BK-ban,
ami romlott kontraktilitassal és diasztolés diszfunkciéval parosult. A cinaciguat kezelés hatasosnak bizonyult a DM indukalta molekularis és
szOvettani eltérések megel6zésében, tovabba szignifikansan javitotta a szisztolés és a diasztolés funkciét DM-ben.

Kovetkeztetések: A cinaciguat megel6zte a diabéteszes sziv strukturalis és molekularis valtozasait, illetve javitotta annak pumpafunkcio-
jat. Mindezek alapjan az sGC farmakoldgiai aktivacioja Uj terapias megkozelitést képviselhet a diabéteszes cardiomyopathia kezelésében.

Kulcsszavak: szivelégtelenség, nyomas-térfogat analizis, sGC aktivator, diabéteszes cardiomyopathia, oxidativ stressz

The soluble guanylate cyclase activator cinaciguat prevents cardiac dysfunction in a rat model of type-1 diabetes mellitus
Introduction: Diabetes mellitus (DM) leads to the development of diabetic cardiomyopathy, which is associated with altered nitric oxide
(NO) — soluble guanylate cyclase (sGC) — cyclic guanosine monophosphate (cGMP) signaling. Cardio-protective effects of elevated intra-
cellular cGMP-levels have been described in different heart diseases. In the current study we aimed at investigating the effects of pharma-
cological activation of sGC in diabetic cardiomyopathy.

Methods: Type-1 DM was induced in rats by streptozotocin. Animals were treated either with the sGC activator cinaciguat (10 mg/kg/day) or
with placebo orally for 8 weeks. Left ventricular (LV) pressure-volume (P-V) analysis was used to assess cardiac performance. Additionally,
gene expression (QRT-PCR) and protein expression analysis (Western blot) were performed. Cardiac structure, markers of fibrotic remodel-
ling and DNA damage were examined by histology, immunohistochemistry and TUNEL assay, respectively.

Results: DM was associated with deteriorated cGMP signalling in the myocardium (elevated phosphodiesterase-5 expression, lower
cGMP-level and impaired PKG activity). Cardiomyocyte hypertrophy, fibrotic remodeling and DNA fragmentation were present in DM that
was associated with impaired LV contractility and diastolic function. Cinaciguat treatment effectively prevented DM related molecular, his-
tological alterations and significantly improved systolic and diastolic function.

Conclusions: Cinaciguat prevented structural, molecular alterations and improved cardiac performance of the diabetic heart. Pharmaco-
logical activation of sGC might represent a new therapy approach for diabetic cardiomyopathy.

Keywords: heart failure, pressure-volume analysis, sGC activator, diabetic cardiomyopathy, oxidative stress

*A szerz6k a munkahoz egyenlé mértékben jarultak hozza.
Készilt Matyas et al. Cardiovasc Diabetol 2015; 14: 145. kdzleményének felhasznalasaval a BioMed Central engedélyével.
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Bevezetés

A diabetes mellitus (DM) olyan kardiovaszkularis komp-
likaciokkal mutat 6sszefiggést, mint a miokardialis in-
farktus, kronikus szivelégtelenség, illetve kilénb6zé
vaszkularis megbetegedések. Ugyanakkor diabétesz-
ben a megvaltoz ott metabolizmus a szivizomzatra ki-
fejtett hatasa eredményeként egy specialis betegség,
a diabéteszes cardiomyopathia alakul ki (1). Szamos
irodalmi adat ellenére (szisztolés, diasztolés diszfunk-
cié, miokardialis fibrézis és hipertrofia, nitro-oxidativ
stressz, gyulladas, apoptézis) (2—4) a diabéteszes car-
diomyopathia kialakulasanak mechanizmusa még nem
ismert (1, 5-7).

Elettani koriilmények kdzétt az endothel nitrogén-mo-
noxid (NO) szintaz enzime (eNOS) NO-t termel, amely
atdiffundalva a simaizom- és szivizomsejtekbe, intra-
cellularis receptorat, a szolubilis guanilat-ciklaz enzimet
(sGC) aktivélja. Az sGC ennek hatasara a masodlagos
hirvivé ciklikus guanozin-monofoszfat (cGMP) termelé-
sébe kezd, majd a cGMP aktivélja a cGMP-fliggé pro-
tein-kindz G-t (PKG), amely a jelatviteli ut legfébb effek-
tora (8). DM-ben az NO-sGC-cGMP-PKG-jelatvitel
zavaranak szamos mechanizmusat irtak le ugy, mint a
reaktiv nitrogén- és oxigénszarmazékok (RNS és ROS)
fokozott termel6dését, az eNOS szétkapcsolédasat, a
NO csdkkent biohasznosithatésagat és a cGMP-bon-
t6 enzim, a foszfodiészteraz (PDE)-5 megndvekedett
expresszidjat (1). A PDE-5-gatlas altal fokozott cGMP
szignalizacio kardioprotektiv hatdsat szamos szivbe-
tegségben, ide értve a diabéteszes cardiomyopathiat,
igazoltak (3, 9-14).

A fenti mechanizmus mellett oxidativ stressz esetén
az sGC-enzim szerkezete is karosodik, elvesziti hem
prosztetikus csoportjat, igy NO-ra érzéketlenné valik,
és inaktiv allapotba kerll (15). A fentiek alapjan az olyan
gyogyszerek, amelyek képesek az sGC-t Ujra aktival-
ni kardioprotektiv hatasuak lehetnek. Irodalmi adatok
szerint az sGC aktivator cinaciguat (BAY 58-2667) az
sGC NO-ra érzéketlen formajanak hemkotd zsebéhez
kapcsolédik, igy helyredllitia annak cGMP-termelését
(15). Ujabb tanulmanyok a cinaciguat jétékony hatasat
bizonyitottdk miokardidlis infarktus (16), miokardialis
iszkémias-reperfuziés karosodas modelljeiben (17, 18),
nitro-oxidativ stressz altal indukalt endothelialis disz-
funkcidban (19), vaszkularis neointima-képz6dés ese-
tén (20) és a patoldégias szivizom-hipertréfia megel6-
zésében (21).

A cinaciguat biztonsagossagat és toleralhatésagat hu-
man klinikai vizsgalatokban (fazis |.) értékelték (22). Bar
a cinaciguat hatékonysagat akut dekompenzalt szive-
légtelen betegeknél igazolték (23), a szer intravéndas
alkalmazésa soran nagy szamban jelentkezé nemkiva-
natos mellékhatas (hipotenzid) miatt (24, 25) az azonos
indikacioval végzett Il.b fazisu vizsgalatnak idé elétt vé-
get kellett vetni. Mindezek ellenére, a vizsgalatot vég-
z6k véleménye szerint a szer hosszu tavu oralis adago-

las esetén kifejtheti jotékony hatasait az endothel- és a
miokardialis funkcié megdrzésére (26).

Fentiek alapjan, jelen tanulmanyunkban azt vizsgaltuk,
hogy a cinaciguat hosszu tavu adagolasaval meg6riz-
het&-e a bal kamrai (BK) szisztolés és diasztolés funk-
Ccio, és megeldzhetdek-e a DM-hez tarsult miokardialis
elvaltozasok streptozotocinnal (STZ) indukalt 1-es tipu-
su DM (T1DM) patkdnymodelljében.

Médszerek

Allatok

Vizsgalatainkat a kisérleti allatok tartasarol és felhasz-
nalasarol szélé6 nemzetkdzi szabalyoknak (Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals, US Natio-
nal Institues of Health 1996; 85-23 and EU Directive
2010/63/EU guidelines) megfeleléen végeztik (eti-
kai engedély szama: 22.1/1162/3/2010). Nyolchetes
him Sprague—Dawley patkanyokat (n=46; testtdmeg:
225-250 g) szabvanyos laboratériumi kdrilmények ko-
z6tt tartottunk.

DM-indukcio

T1DM-t STZ egyszeri ip. injekcioval (60 mg/kg) valtot-
tunk ki patkanyainkban (3). Az STZ-t citrat pufferben ol-
dottuk fel (0,1 M). A kontrollallatok csak pufferoldatot
kaptak. A vércukorszintet az injekcié utan 72 oraval, a
farokvénabdl nyert vérbdl hataroztuk meg. A 15 mmol/l
feletti nem éhomi vércukorszinttel rendelkezd allatokat
tekintettlk cukorbetegnek, és vontuk be a vizsgalatba.

Kisérleti csoportok, kronikus kezelési
protokoll

A DM diagnézisa utan a patkanyokat random mddon
négy csoportba soroltuk: placeboval kezelt kontroll (Co;
n=12), cinaciguattal kezelt kontroll (CoCin; n=12), place-
boval kezelt cukorbeteg (DiabCo; n=12), és cinaciguat-
tal kezelt cukorbeteg (DiabCin; n=10). Az allatokat 8
héten at 0,5% metilcelluléz (Co, DiabCo) vivéanyaggal,
illetve cinaciguattal (CoCin, DiabCin; 10 mg/kg/nap) ke-
zeltuk p.o. Az éllatok testtomegét 2 naponta mértik és
a cinaciguat dozisat ehhez igazitottuk.

Hemodinamikai mérések

A BK funkcidjanak megitélésre BK-i nyomas-térfo-
gat (P-V) analizist végeztink nyomas-konduktancia
mikrokatéter segitségével (MPVS-Ultra, Millar Instru-
ments, Houston, TX, USA). Az allatokat ip. ketamin (100
mg/kg)-xylazin (3 mg/kg) injekcidval altattuk el (3, 27),
majd mértik az artérias kézépnyomast (MAP), sziv-
frekvenciat (HR), a BK-i maximalis szisztolés nyomast
(LVSP), végdiasztolés nyomast (LVEDP), a maximalis
és minimalis dP/dt-t (dP/dt__ dP/dt_ ), a BK-i relaxacio
idéallandojat (Tau), az ejekcios frakciot (EF), verémun-
kat (SW) és a perctérfogatot (CO). A BK-i végszisztolés
P-V-0sszefliggés meredekségét (E. ) és az an. ,pre-
load recruitable stroke work” (PRSW) paramétert sza-
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mitottuk ki, mint a BK-i kontraktilitas érzékeny, el6- és
utéterheléstdl fuggetlen indexeit. A BK-i diasztolés fal-
merevség jellemzésére a BK-i végdiasztolés P-V-0sz-
szefliggés meredekségét (EDPVR) hasznaltuk.

Biokémiai mérések

Digitalis vércukormérével, a farokvénabdl vett vérbél
vércukormérést végeztink. A hemodinamikai méréseket
kdvetéen a vena cava inferiorbdl gyjtottink vért, amely-
bdl plazmat klldnitettiink el. A plazma cGMP-szinteket
enzim-immunoassay (EIA; Amersham cGMP EIA Biot-
rak System, GE Healthcare, Buckinghamshire, Egyesult
Kiralysag) segitségével allapitottuk meg.

Miokardialis génexpresszios vizsgalatok

A BK génexpresszios vizsgalatara kvantitativ, valds-
idejl polimeraz lancreakciot (QRT-PCR) hajtottunk vég-
re (28). A BK-i szévetmintakat homogenizaltuk és tel-
jes RNS-t izolaltunk. A kdvetkez6 géneket vizsgaltuk:
pitvari natriuretikus faktor (ANF), a-miozin nehéz lanc
(MHC) és B-MHC (a B/a-MHC expressziés aranyt a
patoldgids szivizomsejt-hipertréfia markereként hasz-
naltuk), antiapoptotikus Bcl-2, proapoptotikus BAX,
eNOS, kollagén 1a1 (Col1), 3a1 (Col3) és fibronektin
(miokardidlis fibrézis markerek), matrix metallopeptidaz
(MMP)-2 és MMP-9 és endogén inhibitoraik, MMP sz6-
veti inhibitor (TIMP)-1 és TIMP-2 (szivizom-remodella-
cié markerei), kilénb6zd antioxidans rendszerek tag-
jai, mint a katalaz, thioredoxin-1, glutation-reduktaz,
szuperoxid-dizmutaz (SOD) és a hd&sokk-protein 70
(HSP70a1). A génexpresszios adatokat glicerinalde-
hid-3-foszfat dehidrogendzra (GADPH) normalizaltuk
és egy pozitiv kalibratorra vonatkoztattuk.

Immunblot analizis

BK-i szivizomszdvetet homogenizaltunk, majd a prote-
ineket gélelektroforézisnek vetettik ala. A proteineket
nitrocelluléz membranra blottoltuk és elsédleges anti-
testekkel inkubaltuk. A vizsgalt célpontjaink a kdvetke-
z6k voltak: eNOS, sGC B1, PDE-5, PKG, vazodilata-
tor-stimulalt foszfoprotein (VASP) és foszfo-VASP (a
PKG-aktivitds markereként), profibrotikus mediator

1. TABLAZAT. A vizsgélati csoportok alapparaméterei

transzformald ndvekedési faktor (TGF)-B1, MMP-2 és
MMP-9. A membranokat tormaperoxidazzal konjugalt
masodlagos antitesttel inkubaltuk. Az immunblotokat
kemilumineszcens maddszerrel hivtuk el6. A fehérje
denzitasokat kvantifikaltuk, a denzitas értékeket GAD-
PH-ra normalizaltuk és a kontrollcsoport atlagértéké-
hez viszonyitottuk.

Szovettan, immunhisztokémia

A szivizomzat fibrotikus atépullését és egyéb hisztopa-
tolégiai jellemzdit hematoxillin-eozin (HE) és Masson
trikrom (MT) festett metszeteken vizsgaltuk. A szivizom-
sejt-hipertréfia megitélésének céljabol HE-metszete-
ken 100 hosszanti metszetli, azonos sikbdl szarma-
z6 cardiomyocyta transznuklearis szélességét meértik
(cardiomyocyta atmérd, KD). Immunhisztokémiai vizs-
galatot hajtottunk végre a fibrézis marker fibronektin-
re, a profibrotikus mediator TGF-B1-re, a masodlagos
hirvivé cGMP-re, és a nitro-oxidativ stressz marker
nitrotirozinra (NT). A szdvettani és immunhisztokémiai
analizist két egymastol figgetlen, a vizsgalati csoporto-
kat nem ismer6 vizsgalo végezte.

Terminal deoxi-nukleotidil-transzferaz
dUTP nick end labeling (TUNEL) vizsgalat

A DNS-szaltorések vizsgalatara TUNEL-festést hajtot-
tunk végre egy kereskedelmi forgalomban kaphato
termékkel (DeadEnd™ Colorimetric TUNEL System,
Promega, Mannheim, Germany). A TUNEL-pozitiv sejt-
magokat minden metszet 20 véletlenszer(ien kivalasz-
tott Iatéterében 2 vizsgalé szamolta meg. Az adatokat a
kontrollcsoport atlagértékére normalizaltuk.

Statisztika

Adatainkat atlag+SEM formaban tlntettik fel. Az adatok
normaleloszlasanak tesztelése utan kétszempontos vari-
anciaanalizist hajtottunk végre, amelynek faktorai a diabé-
tesz és a gyogyszeres kezelés voltak. P<0,05-6s szignifi-
kanciakuszobbel dolgoztunk. Tukey HSD post-hoc tesztet
alkalmaztuk a csoportok kozti klilbnbségek megitélésére.
Az adatokat, amelyek nem mutattak normaleloszlast, lo-
garitmikus transzformaciénak vetettik ala.

Paraméter Co CoCin DiabCo DiabCin P iabstess ezelés nterakcio
Vércukor (mmol/l) 5,80,1 6,240,1 30,840,5' 29,3+1,4° <0,001 0,460 0,209
l(\:rzl)l\//gl’;tfgsgt)t,g;zetg]slnap) 0,078£0,002  0,090£0,002  0,7870,006  0,5970,013"  <0,001 <0,001 <0,001
Szivtémeg (g) 1,20£0,06 1,24£0,07 0,91%0,04' 0,84+0,03' <0,001 0,805 0,278
Testtdmeg (g) 480,7417,6  477,8£20,9  2935:11,1°  247,6+14,8°  <0,001 0,150 0,202
Szivtdmeg/testtdmeg  0,249:0,008  0,259:0,008  0,311+0,009°  0,3480,015°  <0,001 0,026 0,196

A vizsgalt csoportok vércukrat, ivovizfogyasztasat, szivtomegeét, testtdbmegét és szivtdomeg/testtdmeg aranyat tiintettik fel. Csoportok: vivéanyaggal kezelt
kontrollok (Co), cinaciguattal kezelt kontrollok (CoCin), vivéanyaggal kezelt cukorbeteg (DiabCo) és cinaciguattal kezelt cukorbeteg (DiabCin) allatok. *p<0,05

vs. Co; 'p<0,05 vs. DiabCo
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Eredmények

Testtomeg, szivtomeg és vércukorszint
Mindkét DM-csoportban szignifikansan csdkkent a
szividmeg és testtdbmeg, de a szivtdmeg/testtomeg
arany megnétt (1. tablazat), ami a kontrollokhoz képest
szignifikdnsan magasabb vércukor és ivévizfogyasztas
értékekkel tarsult. A cinaciguat kezelés nem befolyasol-
ta a vércukorszinteket, de csokkent ivovizfogyasztast
eredményezett.

A cinaciguat hatasa a plazma és miokardia-
lis cGMP-szintekre DM-ben

A cinaciguat kezelés a kontrollokban nem, de diabéte-
szes allatokban kifejezett plazma cGMP-szint-néveke-
déshez vezetett (1. a abra). A cGMP-immunhisztoké-
mia alapjan a cukorbeteg éallatok BK-i myocardiumanak
cGMP-szintje szignifikansan alacsonyabb volt a kont-
rollokéhoz képest. Cinaciguat kezelés hatasara ez a
kontrollok szintjén maradt (1. b, ¢ ébra).

A cinaciguat hatasa a NO-sGC-cGMP-PKG
utvonalra

Az eNOS és sGC 31 fehérje-expresszidjaban nem mu-
tatkozott kulénbség az egészséges és a cukorbeteg
patkanyok koézott (1. d abra), de az eNOS génexpresz-
szi6ja mindkét cukorbeteg csoportban szignifikansan
alacsonyabb volt (1. e dbra). Megemelkedett PDE-5 és
PKG fehérje-expresszidt detektaltunk a DiabCo cso-
portban, habar a p-VASP/VASP arany (a PKG aktivi-
tds markere) szignifikansan alacsonyabb volt (a PKG
aktivitasanak csdkkenését jelezve) (1. d abra). A cina-
ciguat szignifikdnsan csokkentette a PDE-5 expresszi-
ot és ndvelte a PKG-aktivitast (megnétt p-VASP/VASP
arany). A PKG expressziéja nem mutatott kildnbséget
a csoportok kdzétt (1. d abra).

A DM és a cinaciguat kezelés hatasa

a miokardialis nitro-oxidativ stresszre

DM esetén a BK-szivizomszdvetben megemelkedett
NT immunreaktivitast tapasztaltunk, ami jelentés nit-
ro-oxidativ stresszre utal. Ezt a cinaciguat kezelés
szignifikdns mértékben csdkkentette (2. a, b abra).
Ezek mellett a HSP70a1, katalaz, glutation-reduktaz
és tioredoxin-1 fokozott expresszidjat lattuk DM-ben
(2. ¢ abra). Ekdzben a DiabCin csoport HSP70a1 és
glutation-reduktaz mRNS-expresszidja az egészséges
kontrollok szintjén maradt (2. ¢ édbra). A SOD-2 expresz-
szidoban nem mutatkozott kildnbség a csoportok kozt
(2. c abra).

A cinaciguat hatasa a miokardialis fibrozisra
DM-ben az MMP-rendszer szabalyozasi zavarat ta-
pasztaltuk, amelyet megnovekedett MMP-9/TIMP-1 és
lecsokkent MMP-2/TIMP-2 génexpresszidés aranyok
jellemeztek (3. a abra). Ezen véltozasok a DiabCin cso-
portban enyhébbnek mutatkoztak. Bar a fibronektin
expresszidja valtozatlan maradt, a Col1 és Col3 exp-

ressziés szintek szignifikansan alacsonyabbak voltak
mindkét DM-csoportban (3. a abra). A profibrotikus
TGF-B1 fokozott expressziét mutatott DM-allatokban,
amit a cinaciguat szignifikdns mértékben enyhitett
(3. b abra). Az MMP-9 expresszidja kétszeresére nétt,
mig az MMP-2 expresszi6 valtozatlan maradt DM-ben
(3. b abra). Ezekre a paraméterekre a cinaciguatnak
nem volt szignifikans hatasa (3. b abra). A myocardium
MT-metszetein sulyos miokardidlis fibrozist talaltunk.
Tovabba a profibrotikus mediator TGF-B1 és a fibrézis
marker fibronektin emelkedett immunreaktivitasat lat-
tuk cukorbeteg szivben (3. ¢ abra). A cinaciguat ugyan-
akkor csokkentette a diabéteszes szivizom MT-festésé-
nek intenzitasat és a kontroll szintjén tartotta a TGF-31
immunreaktivitast (3. ¢ abra).

A cinaciguat hatasa a szivizom-hipertroéfiara
és apoptozisra

A diabéteszes patkanyok BK-i myocardiumabdl elvég-
zett génexpresszids vizsgalat adatai az ANF és a
B-MHC/a-MHC-arany kifejezett ndvekedését mutattak
(4. a ébra). A cinaciguat kezelés szignifikdns mérték-
ben csdkkentette az ANF expressziojat, mig a p-MHC/
a-MHC-arany enyhe csdkkenése volt megfigyelhetd
(4. a ébra). DM-ben a megndvekedett KD a szivizom-
az eltérést cinaciguat alkalmazasa teljesen megelézte
(4. b, ¢ abra). A proapoptotikus BAX és az antiapop-
totikus Bcl-2 génexpresszids szintjeiben nem volt elté-
rés, igy a BAX/Bcl-2 arany sem valtozott (4. a abra).
Diabéteszben megnétt a BK-i myocardiumban a TU-
NEL-pozitiv sejtmagok szama, ami fokozott DNS-frag-
mentacidéra utal (4. b, ¢ &bra). A DiabCin csoportban
ugyanakkor jelentésen csdkkent a TUNEL-pozitivitas
(4. b, c abra).

A cinaciguat javitotta a pumpafunkciot
diabéteszben

A DiabCo csoportban csokkent MAP, LVSP, EF, SW,
dP/dt__ és csOkkent dP/dt = értékeket lattunk, mig az
LVEDP és a Tau megnétt. Ezen adatok a BK sziszto-
Iés és diasztolés diszfunkcidjara utaltak. A HR szigni-
fikdnsan csokkent a DM-csoportokban, de CO nem
kuldnb6zott jelentés mértékben a csoportok kozott. A
MAP, LVSP, SW, dP/dt__ és dP/dt_  valtozatlan maradt
a DiabCin csoportban, de az LVEDP és a Tau szignifi-
kansan javult cinaciguat hatasara cukorbetegségben.
Emellett a kezelés hatasara az EF javuld tendenciat
mutatott (p=0,054) (2. téblazat). A kontraktilitas-inde-
xek (E_,, PRSW) értékei szignifikansan csokkentek cu-
korbeteg éllatokban, sulyos szisztolés funkciézavarra
utalva (5. a, b abra). A gyogyszeres kezelés viszont a
PRSW szignifikans novekedéséhez vezetett, migaz E_
javulé tendenciat mutatott cukorbetegségben (p=0,092)
(5. b abra). A Co csoporttal dsszehasonlitva az EDPVR
meredeksége ndvekvd tendenciat mutatott (p=0,063)
DM-allatokban, amit a cinaciguat kezelés szignifikans
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1. ABRA. Cukorbetegség és cinaciguat kezelés hatésa a plazma és miokardialis NO-sGC-cGMP-PKG jelatviteli (itvonalra. a: Plazma cGMP-szint-
je. b: cGMP immunhisztokémia szemikvantitativ értékelése (a diabétesz és kezelés interakcidja, P =0,025). c: Miokardialis cGMP immun-

interakci6

hisztokémia reprezentativ felvételei. Nagyitas: 400, marker: 40 pm. d: Az endothelialis nitrogén-monoxid-szintaz (eNOS), szolubilis guanilat
ciklaz B1(sGC 1), foszfodieszteraz-5A (PDE-5) (P =0,024), protein-kinaz G (PKG), vazodilatator-stimullt foszfoprotein (VASP) és fosz-

interakcio
fo-VASP (p-VASP) arény (P .,=0,003) relativ protein expresszidja és reprezentativ immunblotok. e: eNOS relativ génexpresszidja (P,

intrerakcié

0,039). Csoportok: vivéanyaggal kezelt kontrollok (Co), cinaciguattal kezelt kontrollok (CoCin), vivéanyaggal kezelt cukorbeteg (DiabCo) és
cinaciguattal kezelt cukorbeteg (DiabCin) dllatok. 'p<0,05 vs. Co; fp<0,05 vs. DiabCo
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2. ABRA. Cinaciguat kezelés enyhiti a cukorbetegséggel kapcsolatban felléps oxidativ stresszt. a: Nitrotirozin (NT) immunhisz-
tokémia reprezentativ képei. Nagyitas: 200%, marker: 40 pm. b: NT immunhisztokémia kvantifikacidja (a cukorbetegség és a
kezelés interakcidjanak p-értéke, p, . <0,001). c: kataldz, glutation-reduktdz (p, .. . ..,=0,046), hésokk-protein 70 (HSP70a1)
(Piieraction=0:021), szuperoxid-dizmutéz (SOD)-2 és thioredoxin-1relativ génexpressziéi. Csoportok: vivéanyaggal kezelt kontrol-
lok (Co), cinaciguattal kezelt kontrollok (CoCin), vivéanyaggal kezelt cukorbeteg (DiabCo) és cinaciguattal kezelt cukorbeteg
(DiabCin) allatok. 'p<0,05 vs. Co; Tp<0,05 vs. DiabCo

mértékben csokkentett (5. b abra). A cinaciguatnak nem  valtozasok a szivizom-hipertréfia csokkenéséhez vala-
volt hemodinamikai hatasa a kontrollokban. mint a szisztolés és diasztolés funkcié javulasahoz ve-
zettek allatmodelllinkben.
L. Az STZ altal indukalt T1IDM-patkanymodellt széles kor-
Megbeszélés ben alkalmazzak a diabéteszes cardiomyopathia vizs-
galatara és Uj kezelési lehet6ségeinek kutatasara.
Tanulmanyunkban az sGC aktivator cinaciguat diabéte- Diabétesz indukcidja soran az STZ a gliikéz-transzpor-
szes cardiomyopathiara kifejtett hatasat vizsgaltuk 1-es  ter 2-n keresztil kerul a hasnyalmirigy Langerhans bé-
tipusu cukorbetegség patkanymodelljében. Kimutattuk, ta-sejtjeibe, igy biztositva annak szelektiv toxicitasat.
hogy a cinaciguat hosszu tavu adagolasaval hatéko- Jelen vizsgalatunkban eredményes STZ-indukciot ko-
nyan emelhetd mind a plazma, mind pedig a myocar- vet8en, az éallatok emelkedett vércukorszintje és meg-
dium cGMP-szintje és helyreallithatd a cGMP-PKG-je- nétt napi ivovizfogyasztasa bizonyitotta a diabétesz ki-
latvitel aktivitdsa a szivizomban. Ezek a molekularis alakulasat (29).
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3. ABRA. Cukorbetegség és cinaciguat hatésa a myocardium fibrotikus tépiilésére. a: Relativ génexpressziés értékek: matrix
metallopeptidaz (MMP)-9 (a cukorbetegség és a kezelés interakcidjanak p-értéke, p, . . ..=0,038), MMP széveti inhibitor (TIMP)-1,

MMP-9/TIMP-1 arany (|

pinterakcié

<0,001), MMP-2, TIMP-2, MMP-2/TIMP-2 arany, kollagén 1a1(Col1), 3a1(Col3) és fibronektin.

b: Reprezentativ hisztoldgiai képek: Masson trikrém (MT), profibrotikus mediator transzformalé névekedési faktor (TGF)-B1és

fibronektin immunhisztokémia. MT festés (p, . .
titativ kvantifikacidja. Nagyitas: 400, marker: 40 pm

Cukorbetegségben a kialakulé szévédmények els6d-
leges oka feltehet6en a magas vércukorszint. A hy-
perglykaemia szamos mechanizmuson és jelatviteli
utvonalon keresztul képes kilénb6z6 kardiovaszkula-
ris betegségeket el6idézni. Annak ellenére, hogy tébb
tanulmany is vizsgélta a diabéteszes cardiomyopathia

=0,002), TGF-B1 (p.

=0,029) és fibronektin immunhisztokémia szemikvan-

interakcié

patomechanizmusat, a pontos korélettani elvaltoza-
sok mindmaig nem ismertek. Tébbek kdzo6tt a magas
vércukorszint néveli a ROS- és RNS-termelést, kdvet-
kezményes nitro-oxidativ stressz kialakulasat és az
antioxidans rendszerek és hésokk proteinek expresszi-
ojanak ndvekedését eldidézve (1, 30). Vizsgalatunkban
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3. ABRA. Cukorbetegség és cinaciguat hatésa a myocardium fibrotikus tépiilésére. c: Relativ protein-expresszié és reprezen-
tativ immunblotok: TGF-B1(p, ,_ . ..=0,049), MMP-2 és MMP-9. Csoportok: vivéanyaggal kezelt kontrollok (Co), cinaciguattal
kezelt kontrollok (CoCin), vivGanyaggal kezelt cukorbeteg (DiabCo) és cinaciguattal kezelt cukorbeteg (DiabCin) llatok. “p<0,05
vs. Co; 'p<0,05 vs. DiabCo
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4. ABRA. Cukorbetegség és cinaciguat hatasa a szivizom-hipertréfidra és apoptézisra. a: Relativ génexpresszié: patolégias
hipertréfia marker pitvari natriuretikus faktor (ANF) (a cukorbetegség és a kezelés interakciéjanak p-értéke, p, ... .,=0,036),
B-miozin nehézlanc (MHC) és B-MHC arény, és az apoptdzis marker BAX/Bcl-2 arany. b: Cardiomyocyta &tméré (p, torakaic=0:002)

(szivizom-hipertréfia markereként) és TUNEL-pozitiv szivizomsejt magok kvantifikacisja (P

=0,009). c: A bal kamra hema-

interakcié

toxilin-eozinnal és d: TUNEL-reakciéval festett metszeteinek reprezentativ képei. Nagyitas: 400x, marker: 40 um. Csoportok:
vivéanyaggal kezelt kontrollok (Co), cinaciguattal kezelt kontrollok (CoCin), vivéanyaggal kezelt cukorbeteg (DiabCo) és cinaci-
guattal kezelt cukorbeteg (DiabCin) allatok. ‘p<0,05 vs. Co; 'p<0,05 vs. DiabCo

bizonyitottuk a jelenlévé fokozott nitro-oxidativ stresszt
(NT-pozitivitas) (31) a myocardiumban, ami hozzajarul-
hatott az endogén antioxidans rendszerek indukcioja-
hoz és a jelentds hdsokk-valaszhoz. Szamos negativ
hatasuk mellett a reaktiv szabad gyokok az sGC-en-
zim oxidaciojat okozzak, ami igy elveszti hem prosz-
tetikus csoportjat és NO-érzéketlen, inaktiv allapotba
keril. A NO-cGMP-jelatvitel tovabbi karosodasahoz
a PDE-k kulonbozé tipusai kozott fellepd egyensuly-
zavar is hozzajarulhat (32). A csdkkent intracellularis
cGMP szintek miatt az NO-cGMP-PKG-jelatvitel inak-
tivalédik a diabéteszes szivben. Ezzel dsszhangban
a cukorbeteg patkanyainkban csdkkent a miokar-
dialis cGMP-szintje, mig az sGC B1-protein expresz-

szidja nem valtozott. Ezeken feliil cukorbetegségben
csokkent az NO-cGMP-PKG utvonal aktivitasa, amit
az eNOS csokkent génexpresszidja, emelkedett PDE-
5 fehérjeszintek (korabbi adatokkal 6sszhangban) (33)
és a PKG-aktivitast jelz6 VASP szignifikansan csokkent
foszforilaciéja (alacsony p-VASP/VASP arany) (21) je-
leztek. Mindazonaltal emelkedett PKG protein-expresz-
szios szinteket figyeltink meg, ami a BK egy kevéssé
hatékony kompenzaciés mechanizmusaként értelmez-
hetd. A diabéteszes allatokban tapasztalhaté négyszer
nagyobb mértékii DNS-karosodasban a cGMP-jelat-
vitelhez kothetd citoprotektiv folyamatok karosodasa
jatszhatott szerepet. Erdekes moédon, diabéteszben a
csokkent miokardialis cGMP-koncentracio ellenére a
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5. ABRA. A Cinaciguat hatésa a bal kamrai kontraktilitasra és diasztolés falmerevségre cukorbetegségben. a: Reprezentativ nyomés-
térfogat (P-V) hurkok. b: Preload recruitable stroke work (PRSW) értéke (a cukorbetegség és a kezelés interakcidjanak p-értéke,
P rerais= 0:003), a bal kamrai végszisztolés P-V Gsszefliggés meredeksége (E_ ) (p,...,..s~0,006) és a bal kamrai végdiasztolés P-V Gssze-

fliggés meredeksége (EDPVR) (p, . ., ..=0,004). Csoportok: vivéanyaggal kezelt kontrollok (Co), cinaciguattal kezett kontroliok (CoCin),
vivéanyaggal kezelt cukorbeteg (DiabCo) és cinaciguattal kezelt cukorbeteg (DiabCin) éllatok. 'p<0,05 vs. Co; Tp<0,05 vs. DiabCo

2. TABLAZAT. Klasszikus hemodinamikai paraméterek

Paraméter Co CoCin DiabCo DiabCin siabetess Peics nterakeié
HR (Utés/perc) 231+11 24612 208+8* 204+10* 0,003 0,608 0,351
MAP (Hgmm) 80,0+2,0 81,0£3,5 63,7£2,5* 64,4+3,1* <0,001 0,845 0,969
LVSP (Hgmm) 99,5+2,6 103,5£2,1 85,5£1,3* 82,3+2,3" <0,001 0,858 0,102
SW (Hgmm*ul) 14561+1060 132934948 9789+592* 12032+1067 0,003 0,611 0,072
CO (ul/perc) 4234712472 4130612804 33360+2162 38605+4288 0,057 0,484 0,297
EF (%) 70+3 68+3 58+3* 68+3 0,021 0,146 0,024
dp/dt__ (Hgmm/s) 65394240 68041188 4933+207* 4785+230" <0,001 0,791 0,350
dp/dt . (Hgmm/s) —6135+362 —6570+446 -3883+£133" —3723+248" <0,001 0,679 0,374
LVEDP (Hgmm) 7,0£0,6 7,210,4 9,7£0,7* 6,8+0,31 0,026 0,082 0,034
Tau (Weiss; ms) 10,3+0,3 10,1+0,3 17,3+0,8* 14,9+0,6t <0,001 0,016 0,054

Atablazat listazza a szivfrekvencia (HR), artérias k6zépnyomas (MAP), balkamrai (LV) maximalis szisztolés nyomas (LVSP), verémunka (SW), perctérfogat
(CO), ejekcios frakcio (EF), a maximalis dP/dt (dP/dt ), a minimalis dP/dt (dP/dt . ), LV végdiasztolés nyomas (LVEDP) és az LV aktiv relaxacios idékonstans
(Tau) értékeit csoportjainkban; Csoportok: vivéanyaggal kezelt kontrollok (Co), cinaciguattal kezelt kontrollok (CoCin), vivbanyaggal kezelt cukorbeteg (Diab-
Co) és cinaciguattal kezelt cukorbeteg (DiabCin) allatok. *p<0,05 vs. Co; Tp<0,05 vs. DiabCo
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plazma cGMP-szint valtozatlan maradt. A jelenség hat-
terében valészinUsitheté a cukorbetegségben tapasz-
talt ANF-emelkedés és ennek kdvetkezményeként az
egyéb szervekben fokozédott natriuretikus peptid és
partikularis guanilat-ciklaz (pCG) aktivaciéo kompenzald
hatasa. igy a megtartott plazma cGMP-szint forrasanak
az egyeéb szovetekbdl kiszivargo intracellularis cGMP
tekinthet6 (34).

A cinaciguat betegségspecifikus hatasat (csak az sGC
oxidalt, inaktivalt formajat képes aktivalni) (15), sza-
mos fokozott nitro-oxidativ stresszel jaré patoldgias
allapotban bizonyitottak (18, 19). Ezzel 6sszefliggés-
ben cinaciguat alkalmazéasaval jelen vizsgalatunkban
jelent8s citoprotektiv hatast értiink el cukorbetegség-
ben. Ezt bizonyitja tdbbek kdzdtt a csokkent NT-fes-
tédés (nitro-oxidativ stressz jele), az endogén antioxi-
dans rendszerek és h&sokk-proteinek normalizalédott
expresszidja, és a DNS-térések csokkent mértéke. A
mechanizmus, amelyen keresztil a szer csdkkenti az
oxidativ stresszt ugyanakkor még tovabbi vizsgalatok
targya. Egy lehetséges magyarazat, hogy a fokozott
cGMP-jelatvitel altal a kalonb6z6 NADPH-oxidazok
aktivitdsa csokken (35). A csokkent oxidativ terhelés
kdvetkeztében a PDE-5-enzim termel6dése visszatért
a kontrollok szintjére, ami hozzajarulhatott az intracel-
lularis/plazma cGMP-szint ndvekedéséhez. A fokozott
cGMP-termelés fokozta a PKG-jelatvitel (emelkedett
p-VASP/VASP arany) aktivitasat cukorbetegségben.

A diabéteszes cardiomyopathia és a szivizomzat kéros
atépullése hatterében tébb folyamat egyittesen all ugy,
mint a sziv hipertréfiaja, fibrézisa és a szoveti sérilést
kdvetd DNS-karosodas és apoptozis (1). Ezzel dssze-
fuggésben jelen vizsgalatunkban, cukorbetegségben a
szivizomzat patoldgias hipertrofiajat talaltuk, amelynek
jelei a megnodvekedett KD, fokozddott ANF-expresszio
és a B-/a-MHC arany eltolédasa volt. Az sGC aktiva-
cidjanak antihipertréfias hatasai nemcsak szdvettani
(csdkkent KD), hanem molekularis szinten (csdkkent
ANF-expresszid, tendencia a B-/a-MHC arany csok-
kenésére) is jelentkeztek. Eredményeink Osszecsen-
genek korabbi irodalmi adatokkal (21), amelyben iga-
zoltak a cinaciguat hipertréfiat és fibrézist gatld hatasat
sejtkultura kisérletekben. A diabéteszes szivizom fibro-
tikus atépulésében jelentds szerepet jatszik az MMP-k
szabalyozasi zavara (1), a fokozott fibroblaszt-prolife-
racié (36), a csdkkent Col1 és Col3 mRNS-expresszid
(37) és a megndvekedett TGF-B1 utvonal (38). A fen-
tiekkel 6sszhangban jelen vizsgalatunkban a TGF-$1
profibrotikus mediator fokozott termel6dését és a Col1
és Col3 mRNS-szintjének cstkkenését, intenziv MT és
fibronektin festédést és fokozott DNS-fragmentéaciét ta-
laltunk diabéteszben. Az sGC-enzim gydgyszeres akti-
vacioja ugyanakkor hatékonyan gatolta a sziv patologi-
as elvaltozasainak kialakulasat az MMP szabalyozasi
zavar helyreallitdsaval, a TGF-p1 szint csdkkentésével,
a fibrotikus valtozasok megel6zésével és a szivizom
TUNEL-pozitivitasanak csokkentésével. Erdekesség,

hogy csoportjaink kéz6tt a BAX/Bcl-2 aranyban nem
volt kilénbség, ami arra enged kdvetkeztetni, hogy a
klasszikus apoptotikus Utvonalaknak kézvetlendl nincs
szerepe a medfigyelt hatasokban. A fentiek magyara-
zataként az sGC-cGMP jelatvitel és a TGF-f3 szignali-
zaci6 kapcsolata szolgalhat (39).

Korabbi irodalmi adatok szerint diabéteszben a sziv
szisztolés és diasztolés funkcidja jelentésen karosodik
(2, 29). Ezzel 6sszhangban jelen vizsgalatunkban, cu-
korbetegségben szignifikans kardidlis diszfunkciét ta-
laltunk. A MAP szignifikdns csdkkenése (valdszinlileg
a diabéteszes polyuria kdvetkezményeként) (40) mel-
lett, a DiabCo csoport szignifikdnsan romlott pumpa-
funkciot (csokkent LVSP, SW, EF és dP/dt__ ) mutatott.
Az EF és a dP/dt__ széles korben alkalmazott kontrak-
tilitds paraméter, ugyanakkor ezek jelentésen fliggenek
a sziv el6- és utoterhelésétdl, illetve a szivfrekvenci-
atol (27). A fentiek kikuszobolésére P—V-analizist vé-
geztink, aminek soran el8- és utéterheléstdl fliggetlen,
érzékeny kontraktilitas parameétereket szamoltunk (E_,
PRSW) (27). A BK-i kontraktilitds paraméterei sulyos
szisztolés funkciozavart mutattak a DiabCo csoport-
ban. Az sGC-aktivacio eredményeként a szisztolés
funkci6 figyelemre mélté javuldsat értuk el diabéteszes
allatokban: szignifikansan emelkedett a PRSW, ami jel-
zi a BK-i kontraktilitas javulasat, mig az EF és az SW az
egészseéges kontrollok szintjére emelkedett. A diaszto-
Iés diszfunkciot szignifikdnsan karosodott BK-i aktiv re-
laxacié (csokkent dP/dt ., megnyult Tau) és jelzetten
emelkedett BK-i falmerevség (magasabb LVEDP, ten-
denciézusan megnétt EDPVR) jellemezte cukorbeteg-
ségben. Ezzel szemben, cinaciguat nemcsak az aktiv
relaxaciot (csdkkent Tau), de a diasztolés falmerevsé-
get is (csokkent LVEDP és EDPVR) javitotta.
Tanulmanyunk az elsd, amely az sGC farmakolégiai ak-
tivaciojanak hatasat vizsgalta diabéteszes cardiomyo-
pathiaban. Vizsgalatunk eredményeibdl megallapitha-
t6, hogy az sGC-aktivator cinaciguat a vércukorszintre
kifejtett hatas nélkil javitja a diabéteszes cardiomyo-
pathia kértani jellemzdit. A cinaciguat jotékony hatasa-
inak molekularis mechanizmusai kdzé tartozik a NO-
sGC-cGMP-PKG tengely aktivacidja, illetve kilonbdzé
antioxidans, antihipertréfids és antifibrotikus jelatviteli
folyamatokra gyakorolt elényds hatasa diabéteszben.
Mindezek alapjan az sGC farmakoldgiai aktivacioja po-
tencialis terapias megkozelités lehet a cukorbetegség
kardiovaszkularis szovédményeinek kezelésére.

Jelen kdzlemény Matyas et al. Cardiovasc Diabetol
2015; 14: 145. kdzleményének (41) felhasznalasaval
készilt a BioMed Central engedélye (Creative Com-
mons Attribution 4.0 International License (http://crea-
tivecommons.org/licenses/by/4.0/) alapjan.
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