Cardiologia Hungarica o J oo -
2020; 50: 417427, Eredeti k6zlemény

DOI: 10.26430/CHUNGARICA.2020.50.6.417

Az akut canagliflozinkezelés kivédi
a miokardialis iszkémia-reperfiiziés
karosodast patkanymodellen

Sayour Alex Ali"?, Ruppert Mihaly'?, Olah Attila’, Benke Kalman', Benkd Rita’®,
Horvéth Eszter Maria®, Korkmaz-Ic6z Sevil?, Loganathan Sivakkanan?,
Karck Matthias?, Merkely Béla', Szabé Gabor?, Radovits Tamas'

'Semmelweis Egyetem, Varosmajori Sziv- és Ergyogyaszati Klinika, Budapest
2Ruprecht-Karls Egyetem, Szivsebészeti Klinika, Heidelberg, Németorszag
3Semmelweis Egyetem, Elettani Intézet, Budapest

Levelezési cim:
Dr. Sayour Alex Ali, Semmelweis Egyetem, Varosmajori Sziv- és Ergyogyaszati Klinika, Kisérleti Kutaté Laboratorium
1122 Budapest, Varosmajor u. 68. E-mail: alexali.sayour@gmail.com

Bevezetés: A natrium-gliikéz-kotranszporter-2- (SGLT2) inhibitor canagliflozin csdkkenti a 2-es tipusu diabéteszes
betegekben a sulyos kardiovaszkularis események el6fordulasat. Ez direkt kardiovaszkularis hatasra utalhat, amely je-
lenleg nem teljesen tisztazott. Célul tlztlk ki a canagliflozin kardiovaszkularis hatasainak karakterizalasat miokardialis
iszkémia-reperfluzios karosodas patkanymodelljén.

geztik 30 percig, amelyet 120 perc reperfuzié kovetett. A vivbanyag vagy canagliflozin egyetlen intravénas bolusként
kerllt beadasra az iszkémia kialakulasat kovetdé 5. percben. Meghataroztuk az infarktus tertletét, a szérum tropo-
nin-T-szintjét és vizsgaltuk a bal kamra (BK) funkcidjat. Fehérje-, mMRNS-expresszios és immunhisztokémiai vizsgalato-
kat végeztiink BK-i myocardiummintakon. Aortagy(riikén végzett in vitro miografos mérésekkel vizsgaltuk a canagliflo-
zin vaszkularis funkciora kifejtett hatasat.

Eredmények: Canagliflozinnal torténé akut kezelés csdkkentette a miokardialis infarktus teruletét (42,5+2,9% vs.
59,3+4,2%, p=0,006) és szérum troponin-T-szintjét a vivbanyaghoz képest. A canagliflozin enyhitette az iszkémia-re-
perfuzids (IR) karosodast kdvetd BK-i szisztolés és diasztolés diszfunkciot. A kezelés fokozta az adenozin-mono-
foszfat-aktivalta protein-kinaz (AMPK), Akt és endothelialis nitrogén-monoxid-szintaz (eNOS) foszforilaciojat, valamint
csoOkkentette az apoptotikus (Bax/Bcl-2 arany) és oxidativ stressz-markerek miokardialis expresszidjat. A kezelt szivek-
ben csokkent a lipidperoxidacié mértéke. A canagliflozinnal val6 el6kezelés fokozta az endothelfiiggé vazorelaxaciot.
Kovetkeztetések: Az intravénasan beadott SGLT2-inhibitor canagliflozin csékkenti a miokardialis IR-karosodast flig-
getlenul az antidiabetikus hatastol és fokozza az endothelfiiggé vazorelaxaciét. Eredményeink hozzajarulhatnak a
canagliflozin klinikai vizsgalatokban megfigyelt kardiovaszkularis véd6 hatasanak megértéséhez.

Kulcsszavak: natrium-glikoz-kotranszporter-2-inhibitor, miokardialis iszkémia-reperfuziés karosodas, kardioprotekcid

Készilt Sayour, et al. J Transl Med 2019; 17: 127. k6zleményének felhasznalasaval a Springer Nature Kiado irasos engedé-
lyével.
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Acute canagliflozin treatment protects against myocardial ischemia-reperfusion injury in a rat model
Introduction: The sodium-glucose cotransporter-2 (SGLT2) inhibitor canagliflozin reduces major cardiovascular
events in patients with type 2 diabetes. This suggests that there is a direct cardioprotective effect, which is incompletely
understood. We aimed to characterize the cardiovascular effects of canagliflozin in a rat model of myocardial ischemia-
reperfusion injury.

Methods: Non-diabetic rats underwent sham operation or left anterior descending coronary artery occlusion for 30
minutes, followed by 120 minutes of reperfusion. Vehicle or canagliflozin was administered as a single intravenous bo-
lus in the 5" minute of ischemia. We measured infarct size, serum troponin T and left ventricular (LV) function. Protein
and mRNA expression, as well as immunohistochemical measurements were carried out on LV myocardial samples.
We investigated the vascular effect of canagliflozin with in vitro myograph experiments.

Results: Acute treatment with canagliflozin reduced myocardial infarct size (42.5+2.9% vs. 59.3+4.2%, P=0.006)
and serum troponin T levels compared to vehicle treatment. Canagliflozin alleviated myocardial ischemia-reperfusion
(IR) injury-associated LV systolic and diastolic dysfunction. The treatment increased phosphorylation of adenosine
monophosphate-activated protein kinase (AMPK), Akt and endothelial nitric-oxide synthase (eNOS), while reduced the
myocardial expression of apoptotic (Bax/Bcl-2 ratio) and oxidative stress-related genes. Lipid peroxidation decreased
in treated hearts. Preincubation with canagliflozin enhanced endothelium-dependent vasorelaxation.

Conclusions: Intravenously administered SGLT2 inhibitor canagliflozin reduces myocardial IR injury independently of
antidiabetic action and enhances endothelium-dependent vasorelaxation. Our results might contribute to the under-

standing of the possible direct cardioprotective effect of canagliflozin seen in clinical trials.

Keywords: sodium-glucose cotransporter-2 inhibitor, myocardial ischemia-reperfusion injury, cardioprotection

Bevezetés

A natrium-glukdz-kotranszporter-2- (SGLT2) inhibitorok
Ujfajta antidiabetikus szerek, amelyeket vilagszerte egy-
re névekvd szamban alkalmaznak 2-es tipusu diabéte-
szes betegeknél. Az EMPA-REG OUTCOME (1) klinikai
vizsgalat kimutatta, hogy az SGLT2-gatlé empagliflozin
jelentésen csdkkentette a major kardiovaszkularis ese-
mények kockazatat a placebdhoz képest diabéteszes
betegekben. Ezt megerdsitette a CANVAS klinikai ta-
nulmany (2), amelyben az SGLT2-gétlé canagliflozinnak
hasonlé szignifikans hatasa volt a kompozit végpontra
magas kardiovaszkularis rizikéju cukorbetegekben. A
szivelégtelenség miatti hospitalizacié mintegy harma-
daval csokkent (2), amely csdkkenés a mar meglévd
szivelégtelenséggel kizd6 betegek koérében még na-
gyobb mértéki volt (3). Erdekes médon az SGLT2-gat-
I6val kezelt betegek ugyanakkora eséllyel szenvedtek
el miokardialis infarktust, mint a placebokezeltek, azon-
ban nagyobb eséllyel élték azt tul (2). Ezek szerint a ca-
naglifiozin direkt kardiovaszkuléris védd hatast fejthet
ki fuggetlenul az antidiabetikus hatastél, amelynek me-
chanizmusa még nem teljesen tisztazott (4, 5).

Kisérletes tanulmanyok szerint a canagliflozin nagy-
mértékben aktivalja az adenozin-monofoszfat-aktival-
ta protein-kinazt (AMPK) in vitro (6), kdzvetlenul ga-
tolja a natrium-hidrogén kicserélé transzportert (NHE)
nem diabéteszes, egészséges szivekben (7), és direkt
vazorelaxans hatéast fejt ki diabéteszes allapotban (8,

9). Nem teljesen ismert, hogy a canagliflozinkezelés-
nek van-e kdzvetlen, az antidiabetikus hatastdl fugget-
len sziv- és érrendszeri hatasa. Ezért jelen kutatasban
célul tlztuk ki a canagliflozinkezelés kardiovaszkulris
hatasainak vizsgalatat egészséges és akut miokardia-
lis infarktuson atesett patkanyokban.

Médszerek

Vizsgalatainkat a kisérleti allatok tartasarol és felhasz-
nalasarol szélé6 nemzetkézi szabalyoknak (Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals, US Natio-
nal Institutes of Health 1996; 85-23.) megfelel6en vé-
geztik. Nem diabéteszes, him Sprague-Dawley (SD)
patkanyainkat (Janvier Labs, Franciaorszag) standard
laboratériumi kérilmények kozott tartottuk az akklima-
tizacio soran.

In vivo tanulmanyunkban az IR-karosodast az elllsé
leszallé koronaria (LAD) ideiglenes okkluzidjaval val-
tottuk ki. Ennek soran natrium-pentobarbitallal altatott,
mechanikusan lélegeztetett, flitdpadon elhelyezett alla-
tokban felkerestik a 4. bordakoz feltarasaval a LAD-ot,
azt standard magassagban aladltve 30 percig okkludal-
tuk (iszkémia szakasza) elektrokardiografias monitoro-
zas mellett. Majd a leszoritast felengedtik, igy kezdetét
vette a 120 perc reperfuzié. Kontrollallatokban alopera-
ciot (sham) végeztiink, amely soran a LAD-ot aladéltot-
tik, de nem okkludaltuk (nincs IR-karosodas).
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A vivéanyagot vagy canagliflozint (3 pg/kg, klinikailag
relevans dézis [10]) a LAD leszoritasat (illetve alope-
ralt allatok esetében LAD aladltését) kdvetd 5. percben
intravénas bolusként adtuk be. Ezzel egy klinikailag re-
levans szituaciot akartunk modellezni, amely soran az
akut infarktust szenved beteg a katéteres érmegnyitas
(reperfazid) el6tt kap gyégyszeres kezelést. Erre a ca-
nagliflozin viszonylag hosszu felezési ideje (~9,5 6ra)
adott lehet6séget.

A tanulmany elsé felében (1. A abra) az IR-karosodast
szenvedett vivéanyaggal (IRI, n=7) vagy canagliflozin-
nal (IRl + cana, n=7) kezelt allatokban Evans kék és
trifenil-tetrazolium-klorid kettsfestéssel vizualizaltuk a
rizikéteruletet (Un. area at risk) és ezen belll az infark-
tus teruletét, amelyet el8bbire normalizaltunk planimet-
rias kielemzéssel. Tovabba meghataroztuk a szérum
troponin-T-szintjét. Csoportonként 1-1 allat pusztult el
az iszkémia soran kialakulé végzetes szivritmuszavar
kdvetkeztében. A feltlintetett elemszamok a végleges
feldolgozasig tuléld allatok szaméat adjak meg.

A tanulmany masodik felében (1. B abra) az IR-ka-
rosodason (jeldlés: IRI) vagy aloperacion (jeldlés:
sham) atesett, vivbanyaggal vagy canagliflozinnal
kezelt allatokban a bal kamrai (BK) szivfunkciot ku-
tatécsoportunk altal kordbban leirt médon (11) nyo-
mas-térfogat (PV) analizissel vizsgaltuk az aldbbi
csoportoknak megfeleléen: sham + vivbanyag (n=7),
sham + canagliflozin (n=7), IRI + vivéanyag (n=9),
és IRI + canagliflozin (n=10). Ennek soran egy 2Fr-
es nyomas-konduktancia mikrokatétert vezettink a
BK-ba. Regisztraltuk a szivfrekvenciat, végszisztolés
nyomast, BK-i szisztolés nyomasnévekedés maxima-
lis sebességét (dP/dt,,,) és a BK-i relaxacid idékons-
tansat (Tauyess)- A BK-i funkcionalis regeneraciot a
szivfrekvencia és végszisztolés nyomas szorzataval
(un. rate-pressure product, RPP) jellemeztik. Valto-
z6 elbterhelés mellett regisztréltuk a végszisztolés
PV 6sszefliggés meredekségét (ESPVR), a ver6mun-
ka-végdiasztolés térfogat 6sszefliggés meredekségét
(un. preload recruitable stroke work, PRSW), végdi-
asztolés PV-0sszefliggés meredekségét (EDPVR) és
a mechanikus hatasfokot. A ventrikulo-arterialis kap-
csolast (VAC) az artérias elasztancia (E,) és ESPVR
hanyadosaként hataroztuk meg. A PV-méréseket ko-
vet8en vért vettlink az allatoktdl és konzervaltuk a szi-
veket tovabbi molekularis és immunhisztokémiai mé-
résekre. A vivbanyaggal kezelt csoportban 3, mig a
canagliflozinnal kezelt csoportban 2 llat pusztult el
az iszkémia soran kialakul6 végzetes szivritmuszavar
kdvetkeztében. A feltlintetett elemszamok a végleges
feldolgozasig tuléld allatok szdmat adjak meg.

Az izolalt BK-i miokardialis fehérjéket gélelektrofo-
rézissel valasztottuk szét majd membranokra blot-
toltuk, amelyeket az aldbbi targetek elleni primer an-
titestekkel reagaltattunk: teljes Akt, foszforilalt Akt

(p-Akt), telies AMPK, p-AMPK, teljes acetil-koenzim-
A-karboxildz (ACC), p-ACC, teljes endothelidlis nitro-
gén-monoxid-szintaz (eNOS), p-eNOS, B-cell leuké-
mia/lymphoma 2 (Bcl-2), és Bcl-2 asszocialt protein x
(Bax). A blotokat kemilumineszcens maddszerrel hivtuk
el6, amelyeket denzitometriailag elemeztink.

A myocardium teljes RNS-tartalmat izolaltuk, majd re-
verz transzkripciét kovetéen a cDNS-mintakbdl kvanti-
tativ valdsidejl polimeraz lancreakcio (QRT-PCR) segit-
ségével az alabbi gének expresszidjat vizsgaltuk: Bax,
Bcl-2, katalaz, szuperoxid-dizmutaz (SODZ2), nikotina-
mid adenin-dinukleotid-foszfat (NADPH) oxidaz p47
alegység (p47°"). A génexpresszidés adatokat a ribo-
szomalis protein L27-re (RPL27) normalizaltuk.

Paraformaldehid (4%) fixaciét majd paraffinos beagya-
zast kdvetben a BK-i izomszdvet metszeteken 4-hid-
roxinonenal (HNE) elleni antitestfestéssel vizsgaltuk a
lipidperoxidacié mértékét fénymikroszkop segitségével.
Szazszoros nagyitas mellett a BK-i digitalis metszetek
HNE pozitivitdsat szoftverrel hataroztuk meg. A pozitiv
terllet nagysagat a teljes teriletre normalizalva fejez-
tik ki.

Az allatoktdl nyert szérum- és vizeletmintakon megha-
taroztunk vese- és majfunkcios paramétereket.

In vitro miografos kisérleteinket a kordbban leirtaknak
megfeleléen végeztik (12). Az egészséges, nem diabé-
teszes patkanyokbdl nyert hasi aortaszakaszokat 6vatos
preparalast kdveten specialis kialakitasu fémhorgokra
helyeztik Krebs-oldatot tartalmazé szervfirdés kam-
rakban. Az izometriads kontrakcidkat migrafos eréméré
transzducer-rendszer segitségével regisztraltuk és digi-
talizaltuk szoftveres kielemzés céljabdl. Az aortagylri-
ket vivbanyaggal vagy canagliflozinnal (10 yuM, klinikai-
lag relevans plazmakoncentracid) (10) el6inkubaltuk 30
percig (n=10 aortagylr( csoportonként). Kimosast és
farmakoldgiai érosszehuzast kdvetben meghataroztuk
az acetil-kolin (ACh) fokozatosan novelt dézisara adott
endothelfiiggd vazorelaxacidt, illetve a natrium-nitrop-
russzid (SNP) altali endothelfiggetlen vazorelaxaciot.
Szigmoidalis 6sszefliggéssel hataroztuk meg a fél-ma-
ximalis koncentracidkat (ECs,) és a vazodilatatorok iranti
szenzitivitast (pD,= —logECs,). A maximalis vazorelaxa-
ciot (R..x) @ maximalis kontrakcio szazalékaként tintet-
tik fel.

Az adatokat atlagtSEM formajaban adtuk meg. Két
csoport esetén parositatlan t-tesztet, mig négy csoport
esetén kétutas varianciaanalizist (ANOVA) végeztink
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1. ABRA. Kisérleti protokoll, miokardialis infarktusteriilet és szérum-troponin-T. A: Kisérlet els fazisa, amely soran infarktusos
allatokban vizsgaltuk a canagliflozin hatéasét vivéanyaggal szemben. B: A kisérlet masodik fazisa, amely soran loperalt (,sham”) és
infarktusos allatokban vizsgaltuk a canagliflozin balkamra- (BK) funkciéra és molekularis célpontokra kifejtett hatasat vivéanyaggal
szemben. C: A kisérlet elsé fazisanak eredményei: vivéanyaggal (IR, n=7) és canagliflozinnal (IRl +cana, n=7) kezelt szivek infarktu-
sénak terilete a rizikéteriletre normalizélva, illetve a rizikéterlilet nagyséaga a teljes kamrai tertiletre normalizélva lathaté

az alabbi két faktorral és azoknak megfelel$ hipotézis-
teszteléssel: IR-karosodas (pr) és canagliflozinkeze-
[€s (pPcana), illetve ezek interakcidja (p;y). ANOVA-t ko-
vetéen Tukey post-hoc teszttel vizsgaltuk a csoportok
kdzotti kuldonbségeket. A p<0,05 értéket tekintettlk sta-
tisztikailag szignifikansnak.

Eredmények

A canagliflozin csokkentette a miokardialis
infarktus teriiletét

Egyetlen intravénas canagliflozinbdélus ~30%-kal
csOkkentette az infarktus terlletét (42,5£2,9% vs.
59,3+4,2%, p=0,006) és a szérum-troponin-T-szintet a
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vivbanyaggal kezeltekhez képest. Az okkluzi6tol disz-
talisan lévé rizikdterllet nagysaga megegyezett a két
csoport kozott (1. C abra).

A canagliflozin enyhitette az IR-karosodast ko-
veto BK-i szisztolés és diasztolés diszfunkciot

A canagliflozin a szivfrekvencia befolyasolasa nélkil
el6segitette az IR-karosodast kdvetd BK-i funkcionalis
felépulést (megndvekedett RPP-érték) és enyhitette a
szisztolés diszfunkciét a megtartott BK-i végszisztolés
nyomas és dP/dt.,, szerint (2. A abra), amelyek kozil
elébbi kett6 IR specifikus hatasnak adédott (p,,,=0,007).
A terheléstél figgetlen, érzékeny kontraktilitds paramé-
terek, mint az ESPVR (2. C abra) és PRSW (2. E abra)
jelentds (p<0,05) csdkkenését figyeltik meg az alope-
ralt allatokhoz képest infarktusban. Az infarktusos alla-
tokban canagliflozinkezelés hatdséra az ESPVR meg-

tartott volt, a PRSW szignifikansan (p=0,010) javult a
vivbanyaghoz képest, amely IR-k&rosodasra specifikus
hatas volt (p,,=0,013) (2.C és E abra).

A TauWeiss, amely az aktiv relaxacié érzékeny para-
métere, jelentésen (p=0,027) megnyult a vivbanyaggal
kezelt infarktusos patkanyokban, amely sulyosan csok-
kent diasztolés funkciét tikrdéz (2.F abra). A canagliflo-
zinkezelés azonban ezt megelézte. Az EDPVR (BK-i
falmerevségmarker) értéke erés névekvd tendenciat
mutatott (p=0,057) a viv6anyaggal kezelt infarktusos
egyedekben, de a canagliflozinnal kezeltekben a kont-
rollal 6sszehasonlithaté szinten maradt (2. D abra).
IR-karosodast kdvetéen a vivéanyaggal kezelt infark-
tusos patkanyokban a VAC jelentés (p=0,018) karo-
sodasat talaltuk, amit canagliflozinkezelés kivédett
(p=0,022) (2.G &bra), és optimalizalta a BK-i mechani-
kus hatasfokot (2.G abra).

A 'Rate-pressure product’ Végszisztolés nyomas dP/dt,,.x
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2. ABRA. In vivo bal kamrai (BK) nyomas-térfogat (PV) analizis. A: EI&- és utéterheléstdl fliggd BK-i szisztolés paraméterek.
B: Reprezentativ PV-hurkok egy-egy allatbdl a csoportoknak megfeleléen, amelyeket a vena cava inferior ideiglenes okkliziéja

soran nyertiink
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2. ABRA. C, E: EI- és utéterheléstdl fiiggetlen BK-i kontraktilitds paraméterek. D, F: BK-i diasztolés paraméterek. G: Mechano-
energetikai paraméterek. A kétutas varianciaanalizis (ANOVA) p-értékeit az alabbi két faktorral: iszkémia-reperfiziés karosodas
(Pr) és canagliflozinkezelés (Pcana), illetve ezek interakcidjat (P,,) az dbracimek alatt tiintettik fel. A Tukey post-hoc tesztek
eredményét az alabbi médon jeldltik: *p<0,05 vs. Sham + vivBanyag; $p<0,05 vs. IRl + vivéanyag

A canagliflozin befolyasolta a kardioprotek-
tiv jelatviteli mediatorok foszforilaciojat

A canagliflozinnak jelentds (Pcana<0,001) hatdsa volt
az AMPK foszforildcidjara a Thr172 aktivacios helyen,
az IR-karosodastdl fuggetlenll (p,=0,11) (3. A abra).
A downstream ACC-enzim AMPK specifikus Ser79
gatldhelyén torténd foszforilacidja is szignifikdnsan
(Pcana=0,004) valtozott, amely jelentésen (p=0,025)
nagyobb meértékiinek adddott a kezelt infarktusos al-
latokban a vivéanyaghoz képest (3. B abra). Utébbi az
AMPK fokozott aktivaciojara utal infarktusos patkanyok-
ban. Az eNOS foszforilaciéja a Ser1177 helyen elen-
gedhetetlen a nitrogén-monoxid (NO) termel8déséhez
(13). A canagliflozinkezelés jelentésen (pcana=0,013)
befolyasolta az eNOS foszforilaciojat, IR-karosodastdl
fuggetlenul (p,,=0,88) (3. C abra). A miokardialis IR-ka-
rosodas jelent8s (pr<0,001) negativ hatassal birt az
eNOS foszforilacidjara, amely Iényegesen (p<0,001)
alacsonyabbnak bizonyult a vivBanyaggal kezelt infark-
tusos csoportban az dloperalt patkanyokhoz képest (3.
C ébra). A canagliflozin viszont megdrizte az eNOS

foszforilaciéjat (3. C abra), utalva ezzel a megtartott
NO-képzbdésre.

A canagliflozinnal kezelt infarktusos patkanyokban az
ismert kardioprotektiv mediator Akt foszforilacidjanak
mértéke jelentésen (p=0,024) magasabb volt az alope-
ralt egyedekhez képest (3. D abra).

A canagliflozin csokkentette az apoptoti-
kus és a nitro-oxidativ stressz-markerek
expressziodjat

A proapoptotikus Bax és az antiapoptotikus Bcl-2 mio-
kardialis relativ mMRNS és fehérje-expressziéjanak ara-
nya jelentésen (p<0,05) emelkedett a vivéanyaggal
kezelt infarktusos csoportban az aloperalt csoporthoz
képest (4. A abra). Ezt a canagliflozinkezelés megel6z-
te mRNS-szinten (4. A abra), mig fehérjeexpresszios
szinten a Bax/Bcl-2 aranyt jelentésen (p=0,014) csdk-
kentette (4. A &bra). Ez IR-k&rosodasra specifikus ha-
tasnak bizonyult (p;,,=0,009).

A canagliflozinkezelés csdkkentette (pcana<0,05) a
nitro-oxidativ stresszel Osszefliggé gének (p47°rox,
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3. ABRA.. A canagliflozinkezelés hatasa kardioprotektiv meditorok foszforilécisjara. A foszforilélt fehérjék optikai denzitasat a
teljes fehérje optikai denzitaséra normalizaltuk. A kétutas varianciaanalizis (ANOVA) p-értékeit az alabbi két faktorral: iszké-
mia-reperfuziés karosodas (Pg) és canagliflozinkezelés (Pc,yy), illetve ezek interakeidjat (P,,) az dbracimek alatt tlintettik fel. A
Tukey post-hoc tesztek eredményét az aldbbi médon jeldltiik: *p<0,05 vs. Sham + vivéanyag; *p<0,05 vs. IRl + vivéanyag

SOD2, kataldaz) mRNS expresszidjat (4. B abra),
IR-karosodastdl fuggetlendl. Tovabbéa, a canagliflo-
zinnal valé kezelés jelentésen (p=0,037) csdkken-
tette a miokardialis HNE-immunreaktivitast infarktu-
sos allatokban a vivéanyag-kezeléshez képest (4. C
abra).

Aloperalt allatokban a vivéanyaghoz képest a canag-
liflozin enyhén csdkkentette a BK-i végszisztolés nyo-
mast és az artérias elasztanciat in vivo (5. A abra).
Egészséges patkadnyokbdl szarmazé aortagylir(ikén
végzett in vitro szervfurd8s kisérleteink szerint a ca-
nagliflozinnal val6 el8inkubacio jelentésen fokozta az
aortagy(rik érzékenységét ACh-indukalta vazorel-
axaciora (pD2 [ACh], p=0,006), valamint névelte a ma-
ximalis vazorelaxacié mértékét (R,.. [ACh], p=0,036)
(5. B abra) a vivbanyaghoz képest, amely fokozott en-
dothelfiiggé, nitrogén-monoxid (NO)-mediélta vazore-
laxacidra utal. A canagliflozin nem volt hatassal a nem
endothelfliiggé vazorelaxaciéra (5. C abra).

A canagliflozinnak normoglykaemias patkanyokban
nem volt hatdsa a vér- és vizelet glukézszintjére. A
szérum- és vizeletmarkerek alapjan a kezelés nem oko-
zott maj- vagy vesetoxicitast.

Megbeszélés

Els6ként mutattuk be, hogy az iszkémia beallta utan
intravénasan adott SGLT2-géatlé canagliflozin nem di-

abéteszes patkanyokban kivédi a miokardialis IR-ka-
rosodast. A canagliflozin névelte a kardioprotektiv
mediatorok foszforilaciéjat, mikézben csdkkentette az
apoptotikus és nitrooxidativ stresszmarkerek expresz-
sziéjat igy megelbzte az IR-karosodast kovetd BK-i
szisztolés és diasztolés diszfunkcié kialakuldsat. A
gyégyszer enyhén csokkentette a vérnyomast és a BK-i
utéterhelést in vivo, ezzel 6sszhangban fokozta az en-
dothelfiggé vazorelaxaciot aortagylrikben in vitro.

Az SGLT2-gatlék antidiabetikus hatasanak kézponti
mechanizmusa a vese proximalis kanyarulatos csator-
najaban torténd gliikézvisszaszivas gatlasa. Braunwald
szerint (5) a vesében térténé SGLT2-gatlas nem ad tel-
jes koérl magyarazatot az SGLT2-gatlok klinikai vizs-
galatokban megfigyelt nagymértékl kardiovaszkularis
védbhatdsara. A CANVAS Program Kklinikai vizsgélat-
ban a canagliflozinkezelés hatdsara koran szétvald
eseménygOrbék és drasztikus szivelégtelenség miatti
hospitalizaciocsdkkenés (2) (féleg eleve szivelégtelen
betegekben) (3) azt sugalljak, hogy a canagliflozin kar-
dioprotektiv hatdsa részben figgetlen lehet antidiabeti-
kus hatdsatol annak ellenére, hogy az SGLT2 mRNS- és
fehérje-expresszidja az emberi szivben elhanyagolhaté
(14). Ez lehetséges off-target hatasra utal.

Korabbi preklinikai tanulményok szerint a canagliflozin
er6sen aktivalja az AMPK-t tumorsejtekben (15), egér
hepatocytdkban (6), és human endothelsejtekben (16).
Ismert, hogy az AMPK farmakoldgiai aktivacioja kivédi
a miokardidlis IR-karosodast nem diabéteszes (17) és
diabéteszes (18) egerekben, amelyet az eNOS megno-
vekedett foszforilaciéja kbzvetit. Ezen korabbi eredmé-
nyekkel 6sszhangban jelen tanulmanyunkban bemutat-
tuk, hogy canagliflozin iszkémia kialakulasa utani (tehat
klinikailag relevans) intravénas beadasa ndvelte az
AMPK aktivaciojat in vivo, tovabba megelézte az eNOS
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4. ABRA. Canagliflozin hatasa apoptézis és nitro-oxidativ stresszmarkerekre. A: Bax/Bcl-2 mRNS-expresszié és fehérjeexpresz-
szi6. B: Nitro-oxidativ stresszmarkerek mRNS expressziéja RPL27-re normalizélva. C: A myocardium 4-hidroxinonenal (HNE)
tartalmanak kvantifikaciéja és reprezentativ metszetek egy-egy éllat szivébdl a csoportoknak megfelelGen. A kétutas varian-
ciaanalizis (ANOVA) p-értékeit az alabbi két faktorral: iszkémia-reperfiziés karosodas (PIRI) és canagliflozinkezelés (PCANA),
illetve ezek interakciojat (P,,) az dbracimek alatt tlintettik fel. A Tukey post-hoc tesztek eredményét az alabbi médon jeloltik:
*p<0,05 vs. Sham + viv8anyag; $p<0,05 vs. IRl + viv8anyag
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5. ABRA. A canagliflozin vérnyomasra és izolélt aortagy(irtikre kifejtett hatasa. A: Egészséges, dloperélt &llatokban mért vég-
szisztolés nyomas és artérias elasztancia. B: A canagliflozin hatasa az endothelfligg vazorelaxaciéra. C: A canadliflozin hatésa

az endothelfliggetlen vazorelaxaciéra. *p<0,05

foszforilaciéjanak csdkkenését IR-karosodast kovet6-
en, amely megtartott NO-jelatvitelre utal. Korabbi ta-
nulmanyok szerint a fenntartott NO-jelatvitel csokken-
ti az apoptdzist, a miokardialis nitrooxidativ stresszt
és a trombocitaaggregaciét, megalapozva ezzel a mi-

okardialis IR-karosodas elleni védelmet (19). Az Akt
kulcsfontossagu IR-kérosodés elleni mediator, amely
az eNOS-t az AMPK-val azonos helyen (Ser1177) fosz-
forilalja (20). A canagliflozinnal kezelt infarktusos szi-
vekben jelentésen fokozott Akt-foszforilaciot talaltunk
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az aloperalt kontrollokhoz képest. Ismert, hogy mind
az AMPK (21), mind az Akt (22) -aktivacié csokkenti a
sejthalalt miokardialis IR-karosodas soran. Ezzel ssz-
hangban jelen kutatdsunkban a canagliflozinkezelés
csOkkentette a Bax/Bcl-2 expresszids aranyt, amely
csokkent apoptotikus aktivitasra utal a LAD-lekotéstél
disztalisan es6 myocardiumban. Ennek megfeleléen a
canagliflozinnal kezelt infarktusos patkanyokban az in-
farktustertilet és a szérum-troponin-T-szintek ~30%-0s
csdkkenését dokumentaltuk.

Az oxidativ stressz a miokardialis IR-karosodas egyik f6
mediatora, amely hozzajarul a sejthaldlhoz és ndveli a
szivizominfarktus kiterjedését (23). Tanulmanyunkban
a canagliflozinkezelés csdkkentette az oxidativ stressz
marker p47°hx, SOD2- és katalaz-enzimek expresszi-
djat, egybevagodan egy korabbi kutatassal, amelyben az
AMPK farmakolégiai aktivacioja csdkkentette ezen en-
zimek expresszidjat a vesében IR-kdrosodéast kdvetben
(24). A miokardialis IR-k&rosodéassal 6sszefliggd oxida-
tiv stressz soran felhalmozddo reaktiv oxigéngydkok fo-
kozzak a lipidperoxidaciét, amely soran a legtoxikusabb
aldehid végtermék, a HNE felhalmozddik. Ismert, hogy
a myocardiumban a HNE megzavarja az enzimatikus
és a mitokondrialis folyamatokat és felhalmozddasa
negativ 6sszefuiggést mutat a miokardialis IR-kéroso-
dast kovetd funkcionalis regeneracié mértékével (25).
Jelen tanulmanyunkban jelentésen alacsonyabb HNE
immunreaktivitast dokumentaltunk a canagliflozinnal
kezelt infarktusos szivekben a viv6anyaggal kezeltek-
hez képest, ezzel parhuzamosan javult a BK-i funkcio-
nalis regeneracié.

Részletes szivfunkcids analizisiink szerint egyetlen int-
ravénas canagliflozin bélus klinikailag relevans médon
(vagyis iszkémia beallta utan) adva lényegesen javi-
vetéen, ahogy ezt a jelentdsen magasabb RPP, BK-i
végszisztolés nyomas és dP/dt,,, is bizonyitja. Ered-
ményeink egybevagnak egy kordbbi tanulmanyéval,
amelyben egy farmakoldgiai AMPK-aktivator javitotta
a BK-i funkcionalis regeneraciét IR-karosodas soran
(17). Az ESPVR és a PRSW kontraktilitas paraméterek
jelent8s javulast mutattak a canagliflozinnal kezelt mi-
okardidlis infarktust szenvedett patkanyokban, ami jol
jelzi, hogy a canagliflozin kivédte a szisztolés diszfunk-
cio kialakuldséat. Tovabba a kezelés jelentésen javitotta
a VAC-ot, amely a BK-i kontraktilitas és artérias uto-
terhelés kozotti fiziologiasabb kapcsolasra utal. Ezen
felul a canagliflozin csdkkentette a BK-i falmerevséget
(EDPVR) és az aktiv relaxacio id6konstansat (Tauyiss),
azaz hatékonyan védte ki a diasztolés diszfunkcié ki-
alakulaséat. Ezzel 6sszhangban a canagliflozinkezelés
megelézte a BK-i mechanikus hatasfok romlasat, ami
azt mutatja, hogy adott perctérfogat fenntartasahoz a
szivnek kevesebb egységnyi oxigénre volt sziksége a
kezelés hatasara.

Az akut canagliflozinkezelés enyhén csOkkentette a
szisztolés vérnyomast és az utéterhelést anélkil, hogy

reflex tachycardiat okozott volna. A szer klinikai vizs-
galatokban mar a korai szakban enyhén csdkkentette
a szisztolés vérnyomast 2-es tipusu cukorbetegekben
(2, 26). Korabbi kisérletes tanulmanyok szerint a ca-
nagliflozin el6inkubacio fokozta a vazorelaxaciot diabé-
teszes egerekbdl szarmazé pulmonalis érgy(rikon (8)
és novelte az ACh-ra adott vazorelaxans hatast aorta-
gyUrikdn hyperglykaemias kordlmények kozott (9). Ex
vivo, nem diabéteszes egérszivekben a canagliflozin
csokkentette a perfuzidés nyomast, ami a koronariak fo-
rint a nem diabéteszes patkanyokbdl szarmazé aorta-
gylrik el6kezelése klinikailag relevans koncentraciéju
canagliflozinnal névelte az ACh-ra adott vazorelaxacio
mértékét és az aortagyUriik maximalis relaxaciojat. Ez
a canagliflozin antidiabetikus hatasatol fuggetlen, direkt
vazorelaxans hatas, amely magyarazattal szolgalhat a
szer in vivo, egészséges patkanyokban megfigyelt eny-
he utéterhelést csokkentd hatasara. A canagliflozin az
infarktusterlletet és nitrooxidativ stresszt csdkkentd
hatasanak nagy részét a reperfuzié soran a rizikoteru-
letre bemosddva lokalisan fejthette ki. Azonban a ca-
nagliflozin direkt vazorelaxans hatasabol adédéan nem
zarhato ki, hogy az utéterhelés enyhe csdkkentése, igy
a BK tehermentesitése az IR soradn hozzajarulhatott
ezen kedvezd hatasokhoz.

Kovetkeztetések

Osszességében elmondhatjuk, hogy a canagliflozin
klinikai tanulmanyokban megfigyelt, 2-es tipusu diabé-
teszes egyénekben kifejtett nagymérték(i kardiovasz-
kularis védbhatdsa az antidiabetikus hatastol részben
fuggetlennek tinik, mivel a canagliflozin fokozta a kar-
dioprotektiv jelatvitelt és az endothelfiiggé vazorelaxa-
ciét nem diabéteszes patkanyokban. Ennek megfelel6-
en a canagliflozin kivédte a miokardidlis IR-karosodast
és enyhitette a szisztolés és diasztolés diszfunkcitt ta-
nulmanyunkban.

A kutatast Baden-Wiirttemberg német szévetségi tar-
tomany, tovabba az Emberi Eréforrasok Minisztériuma
(Uj Nemzeti Kivélésagi Program, UNKP-18-2-1-SE-100)
és a Stephen W. Kuffler Alapitvany tamogatta. Jelen ta-
nulmany megjelenését a Nemzeti Kutatési, Fejlesztési
és Innovéciés Hivatal tamogatta (NKFIA; NVKP_16-1-
2016-0017 Nemzeti Szivprogram). A kutatast az Inno-
vacios és Technolbgiai Minisztérium Tématerlileti Kiva-
16ségi Programja (2020-4.1.1.-TKP2020) finanszirozta,
a Semmelweis Egyetem Terapias Fejlesztés és Bioima-
ging témateriileti programjai keretében.

A szerz6k kijelentik, hogy az eredeti kbézlemény
megirdsaval kapcsolatban nem all fenn veliik szem-
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ben pénziigyi vagy egyéb lényeges bsszelitk6zés,
Osszeférhetetlenségi ok, amely befolyasolhatja a
kézleményben bemutatott eredményeket, az abbdl
levont kévetkeztetéseket vagy azok értelmezését.
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