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A sziv krénikus nyomasterhelése patoldgias miokardialis hipertréfia kifejlédéséhez vezet, amelynek kialakulasat szak-
irodalmi adatok alapjan a cGMP intracellularis szintjének emelkedése sikeresen képes megakadalyozni. Jelen kisér-
leteink soran ezért a cGMP termeléséért felel6s enzimet, a szolubilis guanilat-ciklazt aktivald cinaciguat krénikus ada-
golasanak hatasait vizsgaltuk nyomasindukalt patolodgias szivizom-hipertréfia patkanymodelljén. A hasi aorta mitéti
besziikitésének (abdominalis aortic banding, AAB) alkalmazasaval hoztuk létre a bal kamra nyomasterhelését fiatal,
him Wistar-patkanyokban; kontrollként sham operalt allatokat hasznaltunk. A kisérleti és kontrollcsoportok p.o. 10 mg/
kg/nap cinaciguat (Cin) vagy placebo (Co) kezelést kaptak hat héten keresztil.

Nyomasterhelés hatasara az AABCo-csoport allataiban a 6. hét végére szignifikans mértékl patologias miokardialis
hipertrofia fejlédott ki, amelyet emelkedett relativ szivtomeg, atlagos szivizomsejt-atméré, kollagéntartalom és apop-
tézis jelenléte jellemzett. Cinaciguat alkalmazasaval a vérnyomas szignifikans valtoztatasa nélkil csokkenthetd volt e
hipertréfiara jellemzd valamennyi morfologiai elvaltozas, tovabba az AAB hatasara a kardialis funkcidban, igy a kont-
raktilitasban megfigyelhet6 eltérések kialakulasa is elmaradt a kezelt csoportban.

Eredményeink alapjan az sGC krénikus aktivalasaval felerdsitett cGMP-jelatvitel hatékony, Uj stratégia lehet a patoldgi-
as miokardialis hipertrofia kifejlédésének prevenciojaban.
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Cinaciguat prevents the development of pathologic hypertrophy in a rat model of left ventricular pressure overload
Pathologic myocardial hypertrophy develops when the heart is chronically pressure-overloaded. Elevated intracellular
cGMP-levels have been reported to prevent the development of pathologic myocardial hypertrophy, therefore we inves-
tigated the effects of chronic activation of the cGMP producing enzyme, soluble guanylate cyclase by Cinaciguat in a rat
model of pressure overload-induced cardiac hypertrophy. Abdominal aortic banding (AAB) was used to evoke pressure
overload-induced cardiac hypertrophy in male Wistar rats. Sham operated animals served as controls. Experimental
and control groups were treated with 10 mg/kg/day Cinaciguat (Cin) or placebo (Co) p.o. for six weeks, respectively.
Pathologic myocardial hypertrophy was present in the AABCo group following 6 weeks of pressure overload of
the heart, evidenced by increased relative heart weight, average cardiomyocyte diameter, collagen content and
apoptosis. Cinaciguat did not significantly alter blood pressure, but effectively attenuated all features of pathologic
myocardial hypertrophy, and normalized functional changes, such as the increase in contractility following AAB.
Our results demonstrate that chronic enhancement of cGMP signaling by pharmacological activation of sGC might
be a novel therapeutic approach in the prevention of pathologic myocardial hypertrophy.
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Bevezetés

A patolégias szivizom-hipertréfia hosszan tarté fenn-
allasa a szivelégtelenség kialakulasanak egyik legfon-
tosabb oka, amelynek hatterében igen gyakran a bal
kamra nyomastulterhelése all. Az ennek kdvetkeztében
kialakulé koncentrikus hipertréfia a szivizom kétészove-
tes elemeinek felszaporodasat is el6idézi a diasztolés
funkcid kdrosodasanak fokozatos kifejlédésével. A bal
kamra e karos remodellacidja megtartott ejekcios frak-
Cigju szivelégtelenséghez (HFpEF) vezethet, amelyre
— tekintettel arra, hogy a csdkkent ejekcios frakcioju
szivelégtelenséghez (HFrEF) hasonld kimenetell és
prevalenciaju, &m klinikai vizsgalatokkal kevésbé jél jel-
lemzett (1) — az utdbbi id6ben egyre nagyobb figyelem
irdnyul. A HFpEF-fel diagnosztizalt betegek jelentés
tébbsége magasvérnyomas-betegségben szenved (2).
Jél ismert, hogy a hipertenziv szivbetegségben a kez-
deti kompenzalt, koncentrikus balkamra-hipertréfia az
id6 el6rehaladtaval manifeszt szivelégtelenség kialaku-
lasahoz vezethet. Bar a HFrEF-ben szenvedé betegek
szamara hatékony, az elmult néhany évtizedben kifej-
lesztett gydgyszeres és eszkdzos terapias lehetéségek
allnak rendelkezésre (3), a HFpEF betegeket célzo kli-
nikai vizsgéalatok ez idaig neutralis eredménnyel zarul-
tak (1, 3). A HFpEF ndvekvé kbzegészségugyi terhet je-
lent, hatékony kezelési mod hidnyaban ezért Uj terapias
megkozelitések fejlesztése indokolt.

A cGMP a kardiovaszkulris rendszer szamos fiziolégi-
as és patologias folyamatanak, igy a szivizom remodel-
laciéjanak is fontos intracellularis szabalyozéja (4). Elet-
tani korlilmények kdzott a szivizomsejtek elsddleges
cGMP forrasa a szolubilis guanilat-ciklaz (sGC), ame-
lyet a nitrogén-monoxid (NO) aktival (5). A cGMP altal
kodzvetitett jelet a szivizomsejten belil a cGMP-figgd
protein-kinaz (PKG) fejti ki, amely a balkamra-hiper-
trofia és karos remodellacié egyik kdzponti jelentéségi
gatléjaként funkcional (6, 7). Szamos sziv- és érrend-
szeri betegség vezethet az NO-cGMP-PKG-tengely
patologias mikddéséhez (8). Korabbi publikaciékban
kimutattak, hogy a cGMP intracelluléris szintjének emel-
kedése hatékonyan el6zte meg a myocardium struk-
turdlis és funkciondlis kdrosodasat kisérletes iszké-
mia-reperfuziés modellekben. E hatas mind a cGMP-t
bonté enzim, a foszfodiészteraz-5 (PDE-5) géatlasaval
(9), mind az azt termeld sGC-enzim stimulatorral vagy
aktivatorral torténé novelésével (10, 11) elérhetd volt.
A fentiek alapjan a myocardium cGMP-szintjének eme-
Iése hatékony Uj terapias lehetéségnek bizonyulhat a
patologias balkamra-hipertréfia kialakulasanak meg-
akadalyozasara.

Az NO-cGMP-PKG-jelatvitel karosodasanak lekizdé-
sére egy Uj gyogyszercsoportot, az sGC aktivatorait
fejlesztették ki (12). Az els6ként jellemzett és egyben
a legpotensebb szer ebben a csoportban a cinaciguat
(BAY 58-2667) (13). Ez a hatdéanyag abban az esetben
is képes az sGC miikddését fokozni, amikor annak fi-

ziolégias NO-szenzora, egy hem prosztetikus csoport,
nincs jelen az enzimen (13). Ennek jelentésége, hogy
nitro-oxidativ stresszel jaré patoldgias allapotokban —
tobbek kdzott ilyen a cukorbetegség, az iszkémia-re-
perfuzié és a balkamra-hipertréfia is (8) — a hem-cso-
port oxidalodik, amely igy alkalmatlanna valik az NO
kotésére, illetve az enzimrél torténd disszociacidja is
felgyorsul (14), ezéltal az sGC cGMP termelése meg-
szlinik. A hem-csoport levaldsa a cinaciguat két6he-
lyének felszabadulasaval jar, amely igy az enzimhez
kotédve kifejtheti hatasat (14). Ez, a potencialisan be-
tegségre szelektiv hatasmod gyogyszeres terapias
eszkoztarunk kuldndsen igéretes, Uj tagjaiva teheti az
sGC aktivatorait.

A fentebb felsorolt ismeretanyagra alapozva jelen vizs-
galatunkban a cinaciguat kardiovaszkularis hatasainak
karakterizalasat tztlk ki célul nyomasindukalt balkam-
ra-hipertrofia patkanymodelljén. A nyomastulterhelés
el6idézésére modelliinkben a hasi aorta mitéti besz{-
kitését (abdominadlis aortic banding-et, AAB) alkalmaz-
tunk, amely egy jol jellemzett és széles kdrben hasznalt
eljaras ragcsalokban hiperténia és patoldgias miokardi-
alis hipertrofia indukélasara (15-17).

Anyagok és médszerek

A modszerek teljes leirasa eredeti kézleményinkben
talalhato (18).

Valamennyi kisérleti allat humanus gondozasban ré-
szesUllt a ,Principles of Laboratory Animal Care” ut-
mutatasainak megfeleléen, amely a National Institutes
of Health (NIH Publication No. 85-23, Revised 1996)
irdnyelveit tartalmazza. Valamennyi kisérleti procedu-
rat és az allatok kezelését az illetékes etikai bizottsag
elézetesen elbiralta és jévahagyta. Fiatal feln6tt (10
hetes, 220-240 g testtdémegd), him Wistar-patkanyokat
(n=35) (,Toxi-Coop” Zrt., Dunakeszi) allandé hémérsék-
leth (22+2 °C), 12 h fény-sotét periddusu allathazban,
ad libitum standard tap- és vizellatassal tartottunk.

Az aorta abdominalis miitéti besziikitése
Akklimatizaciot kdvetéen patkanyainkban a hasi aorta
veseartériak és a. mesenterica superior kdzotti mitéti
szlkitését (AAB, n=19), vagy Sham operaciét (Sham,
n=16) végeztlnk pentobarbital (60 mg/kg i.p.) aneszté-
ziaban, a korabban leirtaknak megfelelen (16, 19). Az
allatok posztoperativ fajdalomcsillapitas céljabdl ébre-
dés utan, valamint az elsé, illetve masodik posztopera-
tiv napon p.o. meloxicamot (1,5 mg/kg) kaptak.

Kisérleti csoportok

Ot nappal az operaciot kdvetden mind a Sham, mind az
AAB-allatokat kontroll (Co) vagy kezelt (Cin) csoportba
osztottuk (ShamCo, n=8; ShamCin, n=8; AABCo, n=10;
AABCin, n=9). A kezelt allatok 0,5%-0s metilcelluléz
oldatban szuszpendalt cinaciguatot (10 mg/kg p.o.)
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kaptak gyomorszondan at, mig a kontroll allatok csak
a vivBanyagot kaptak 6 héten at naponta. A beadott
mennyiséget a hetente haromszor mért testtémegnek
megfelelen valtoztattuk.

Echokardiografia

A mitét utani 3. és 6. héten szivultrahang-vizsgalatot
végeztink a miokardialis hipertréfia mértékének meg-
allapitasara (20). Kétdimenziés B-maodu, révid-, illetve
hossztengelyi felvételeket készitettink pentobarbitél
(60 mg/kg ip.) anesztéziaban egy 13-MHz frekvenci-
aju linearis transzducerrel (GE 12L-RS, GE Healthca-
re, Waukesha, WI, USA) felszerelt ultrahangkészulék
(Vivid i, GE Healthcare) segitségével. A felvételeket
(1. abra) a csoportbeosztast nem ismerd vizsgal6 ele-

ShamCo

"T’-— L

mezte képanalizald szoftver (EchoPac, GE Healthcare)
alkalmazéséaval. Valamennyi mérési eredményunket 3
egymast kovetd szivciklus atlagabdl szamoltuk. E pa-
raméterekbdl az alabbi mutatékat szamitottuk: frakcio-
nalis rovidulés (FS), ejekcios frakcio (EF), végdiaszto-
lés (LVEDV), illetve végszisztolés (LVESV) bal kamrai
térfogatok, verévolumen (SV) és bal kamrai izomtdmeg
(LVM). Az LVM értékét a testtdmegre normalizélva kap-
tuk az LVM-indexet (LVMi).

Hemodinamikai mérések: bal kamrai
nyomas-térfogat (PV) analizis

Valamennyi allatban PV-analizist végeztink a korab-
ban leirtaknak megfeleléen (20). Osszefoglalva, pen-
tobarbital anesztéziat (60 mg/kg ip.) kdvetéen patka-

1. ABRA. Reprezentativ diasztolés képek a 6. héten késziilt ultrahangvizsgalatrél. A fehér jelek a falakat, a vorések az
tregeket jelzik. JOl lathaté a falvastagsag véltozésa AABCo-éllatainkban a ShamCo- és AABCin-csoportokhoz képest
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nyainkon tracheotomiat végeztink, majd intubaltuk és
|élegeztettik Bket. 2-Fr &tmérdji nyomas-konduktancia
mikrokatétert (SPR-838, Millar Instruments, Houston,
TX, USA) vezettink a bal kamraba, majd a bal kamrai
nyomas- és térfogatviszonyokat folyamatosan regiszt-
raltuk. Adatainkbdl specialis analizalé program (PVAN,
Millar Instruments) segitségével a késdbbiekben rész-
letezett paramétereket szamitottuk. A kisérletek végez-
tével allatainkat kivéreztetéssel eutanizaltuk.

Szervtomegmérések

Eutanaziat kdvet6en az allatok szivét, majat és tidejét
azonnal hideg fiziolégias séoldatba helyeztik, majd to-
meguket megmértik. Az allatok testméretében adodd
természetes variabilitéds kikliszobodlésére a szervek t6-
megét a jobb tibia hosszara normalizaltuk (21).

Szovettan és immunhisztokémia

4%-o0s pufferolt formalinnal fixalt, 5 ym vastag sziv met-
szeteinket hematoxillin-eozin, Picrosirius vérés, cGMP
immunhisztokémia, illetve terminalis dezoxinukleot-
id-transzferaz dUTP nick-end labelling (TUNEL) méd-
szerrel festettik. A fénymikroszképos elemzést Zeiss
mikroszkop (Axio Observer.Z1, Carl Zeiss, Jena, Né-
metorszag) segitségével végeztik, a digitalis képeket
képalkoté szoftverrel rogzitettiik (QCapture Pro 6.0, Ql-
maging, Surrey, BC, Kanada).

Biokémiai mérések

A cGMP plazmaszintjének meghatarozasahoz EIA ki-
tet hasznéltunk a gyart6 utasitasai szerint (Amersham
cGMP EIA Biotrak System, GE Healthcare, Little Chal-
font, Buckinghamshire, UK).

Kardialis mRNS és immunblot analizis
Sokkfagyasztott bal kamra mintainkbdl RNS-t, illetve
fehérjét izolaltunk. Kvantitativ valésideji PCR-vizsga-
latunk soran (StepOne-Plus Real-Time PCR System,
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) az alabbi
targetek kifejez8dését mértik: miozin nehézlanc alfa-
és béta-izoforma (MHCalfa, MHCbéta), endotelialis
NO-szintaz (NOS3), pitvari natriuretikus faktor (ANP),
B-sejtes limfoma 2 (Bcl-2), 70 kDa hé&sokk-fehérje
(HSP70), szarkoplazmatikus/endoplazmatikus retiku-
lum Ca?*-ATPaz izoforma 2a (SERCA2a) és foszfolam-
ban (PIn). Western blot eljarassal a kdvetkez6 markerek
fehérje-expresszidjat vizsgaltuk: PKG, vazodilatator-sti-
mulalt foszfoprotein (VASP) és foszfo (p)-VASP, Pln és
foszfo (p)-PIn, amelyek a PKG aktivitasanak jelz8i. Ka-
pott értékeinket a glicerinaldehid-3-foszfat-dehidroge-
naz (GAPDH) szintjére normalizaltuk.

Gyogyszerek

Valamennyi felsorolt gydgyszert a Sigma-Aldrich-tdl
(St. Louis, MO, USA) szereztik be a cinaciguat kivéte-
lével, mely a Bayer AG (Wuppertal, Németorszag) fel-
ajanlasa.

Statisztikai analizis

Adataink statisztikai analiziséhez kétutas varianciaa-
nalizist (ANOVA) alkalmaztunk (,aortic banding” és
,cinaciguat kezelés” faktorokat hasznalva), amellyel a
faktorok (Puand» Preat) €9YENI hatasa és azok ,bandingx-
kezelés” interakcioja (p,,) is meghatarozhatd. Tukey-fé-
le post hoc tesztet alkalmaztunk a csoportok kdzotti k-
I[dnbségek kimutatasara. Parositott t-tesztet végeztink
az azonos csoporton beldli id8beli kildnbségek 6ssze-
hasonlitasara ultrahangvizsgalataink soran. Valameny-
nyi adatunkat atlagtstandard hibaként tuntettik fel. A
kaldnbségeket statisztikailag akkor vettik szignifikans-
nak, amennyiben teljesult, hogy p<0,05.

Eredmények

Echokardiografia

A 3. posztoperativ héten végzett szivultrahang-vizsga-
lat soran AABCo allatainkban a ShamCo-csoport-
hoz képest szignifikdnsan megndvekedett bal kam-
rai falvastagsagokat, relativ falvastagsagot (RWT) és
LVM-értéket igazoltunk a kamrai Uregatmérdk szignifi-
kans eltérése nélkul (1. tablazat). A hipertréfia mérté-
ke a vizsgalat masodik felében tovabb ndvekedett az
AABCo-csoportban (1. tablazat, 1. abra), amelyhez a
ShamCo-csoportban mértnél szignifikansan nagyobb
végszisztolés kamrai atmérd (LVESD) is kapcsolédott.
A cinaciguattal kezelt aortasz(ikitett allatokban az AAB-
Co-csoporthoz képest szignifikansan kisebb bal kam-
rai diasztolés falvastagsag, LVM és LVMi igazolodott
mindkét mérési idépontban (1. tablazat). Szignifikansan
csokkent az AABCin-allatokban a bal kamra hatso fa-
lanak szisztolés vastagsaga az AABCo-csoporthoz ké-
pest a 6. hétre, mig az EF, illetve az FS egyik csoport-
ban sem valtozott szignifikdnsan a vizsgalat id6tartama
alatt (1. tablazat).

Test- és szervtomegek

Az éllatok testtdmegében nem volt kilénbség a cso-
portok kozott. A tibiahosszra normalizélt szivtémeg
(HW/TL) szignifikdnsan magasabbnak adddott az
AABCo-éllatokban, mint akar a ShamCo-, akar az
AABCin-csoportokban (2. tablazat). A tudé relativ ned-
ves tdmege (LUW/TL) szignifikansan nagyobb volt az
AABCo-patkanyokban, mint a ShamCo-csoportban,
mig az AABCin-allatokban ez a paraméter nem tért el
az utobbitdl (2. tablazat).

Hemodinamikai mérések

Az alapvet6 hemodinamikai paraméterek, mint a sziv-
frekvencia (HR), EF, SV, CO, vagy LVESV, tovabba az
el6terhelés paraméterei, ugymint bal kamrai végdiasz-
tolés volumen (LVEDV) és -nyomas (LVEDP) nem ku-
I6nbdztek szignifikansan a csoportok kdzott (2. tabla-
zat).

A bal kamrai szisztolés nyoméas (LVESP) és az artéri-
as kozépnyomas (MAP) mindkét AAB-csoportban szig-
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nifikdnsan magasabb volt, mint a ShamCo-allatokban,
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2. TABLAZAT. Szervtdmegek és alapvets hemodinamikai paraméterek

ShamCo ShamCin AABCo AABCin Pband Ptreat Pint
HW/TL (mg/mm) 29,3+0,8 28,1+0,9 38,4+1,5* 33,5+0,7** <0,0001 0,008 0,094
LuUW/TL (mg/mm) 39,2+1,1 39,5+1,3 43,9+0,9* 41,9+1,8 0,007 0,733 0,278
HR (I/min) 433115 412417 435+11 444117 0,255 0,679 0,309
MAP (Hgmm) 13415 12745 18317 177+5* <0,0001 0,218 0,902
ESV (ul) 10348 9118 9747 96+8 0,959 0,400 0,436
EDV (ul) 221+19 190413 23311 199+16 0,790 0,094 0,728
LVESP (Hgmm) 14014 13843 191+14* 18516 <0,0001 0,610 0,903
LVEDP (Hgmm) 4,740,5 4,110,4 4,5+0,3 4,9+0,6 0,248 0,741 0,484
SV ul) 145114 1287 156+10 135+7 0,390 0,066 0,857
EF (%) 60+1 61+2 611 61+1 0,489 0,685 0,854
CO (ml/min) 63,316,7 52,43 1 67,6+4,6 56,5+1,8 0,373 0,025 0,984
SW (Hgmm*ul) 16,49+1,76 14,29+1,19 20,92+1,64 17,67+1,40 0,017 0,088 0,736
Ea (Hgmm/pl) 1,03+0,10 1,06+0,07 1,28+0,13 1,39+0,07 0,008 0,479 0,668
75 (Ms) 11,21£0,49 11,33+0,75 16,30+1,65* 13,65+0,66 0,001 0,225 0,185
dP/dt,., (Hgmm/s) 85891460 82004543 10 999+430* 10 3744648 0,0001 0,338 0,822

HWI/TL: tibiahosszra normalizalt szivtémeg; LUW/TL: tibiahosszra normalizalt tud6témeg; HR: szivfrekvencia; ESV: végszisztolés volumen, EDV: végdiasztolés volumen;
LVSP: bal kamrai szisztolés nyomas, LVEDP: bal kamrai végdiasztolés nyomas; MAP: artérias k6zépnyomas, SV: verévolumen; EF: ejekcids frakcio; CO: perctérfogat;
SW: verémunka; E,: artérias elasztancia; 75: a bal kamra aktiv relaxaciéjanak idékonstansa Glantz médszere szerint (tau); dP/dt..,: @ nyomasvaltozas maximalis sebes-
SEJE; Poang: AZ ,aortic banding”, mint faktor p-értéke; p,..: @ ‘cinaciguat kezelés’, mint faktor p-értéke; p,: interakcids p-érték; *p<0,05 vs. ShamCo; #p<0,05 vs. AABCo
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2. ABRA. A cinaciguat normalizélja a megemelkedett kontraktilitast nyomastiilterhelés soran. A nyomas-térfogat
viszonyok kiindulasi alapparaméterei nem kiilénboztek az AABCo- és az AABCin-csoportok kézétt (A). A v. cava inf. okklizidja
soran regisztralt PV-hurkok (B), és egyidejlileg mért értékekbdl szamolt kontraktilitas-paraméterek (C) azonban megmutatjak,
hogy a cinaciguat hataséra az AAB-t kdvetSen kialakulé megndvekedett kontraktilités szignifikénsan csékken. AAB: abdominalis
aortic banding; PRSW: verévolumen-végdiasztolés 6sszefliggés; E,.: végszisztolés elasztancia; dP/dt,,.,, cny: dP/dt,,,-végdiasztol-
és volumen Gsszefliggés; p,: interakcids p-érték *p<0,05 vs. ShamCo; #p<0,05 vs. AABCo
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3. ABRA. A szdvettani eltérések cinaciguat hatasara mérséklgdnek. A csoportok kozétti kiilsnbségeket bal kamrai
metszetekrd| készlilt reprezentativ felvételeken mutatjuk be: hematoxilin-eozin (A) és Picrosirius vorés festés (B), TUNEL (C)

és cGMP immunhisztokémia (D). Az atlagos szivizomsej-atmérd (E) és a bal kamrai szivizom szubendokardialis teriletein a
kotészovetes elemek mennyisége (F) szignifikdnsan megemelkedett az AABCo-csoportban a ShamCo-allatokhoz képest, amely
eltéréseket a cinaciguat kezelés szignifikdnsan csokkentette. Az AABCo-éllatok szivében TUNEL-festéssel szignifikans emelke-
dés volt kimutathaté az apoptotikus sejtmagok szamaban a ShamCo- és AABCin-csoportokhoz képest (G). A cGMP-pontérték
(H) szignifikdnsan magasabb volt az AABCin-allatokban, mint az AABCo-patkanyokban. p,: interakciés p-érték; *p<0,05 vs.
ShamCo; #p<0,05 vs. AABCo
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mig az ANP expressziéjaban AAB hatasara megfigyel-
hetd emelkedés nem valtozott (5. A abra). Tovabba, a
cinaciguat-kezelt AAB-allatokban szignifikansan meg-
emelkedett a SERCAZ2a és a Pln miokardialis expresz-
sziéjanak aranya (5. A abra).

A cinaciguat-kezelés az antiapoptotikus szignalutak
felerdsitésében is szerepet jatszhat, amelyet a Bcl-2
expressziéjanak szignifikans, mig a HSP70 expresszi-
6janak er6s tendencialis megemelkedése tamaszt ala
AABCIin-patkanyaink szivizommintaiban (5. B abra).

Immunblot-analizis

A PKG proteindenzitasa szignifikansan magasabb volt
az AABCo-patkanyok bal kamrajabdl szarmazd min-
tdkban, mint a ShamCo- és AABCin-allatok hasonlé
mintaiban (4. abra). Ugyanakkor a PKG aktivitasanak
kimutatdsara széles kdrben alkalmazott VASP és Pln
foszforilaciés arany csak az AABCin-allatok szivizom-
mintaiban emelkedett meg (4. abra).
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Megbeszélés

Jelen munkankban elséként szamoltunk be rdéla, hogy
az intracellularis cGMP szintjének emelése in vivo ha-
tékonyan elézte meg a nyomasindukalt patologias
miokardialis hipertréfia kialakulasat. Parhuzamosan a
szignifikdns morfoldgiai javulassal, az sGC krénikus
aktivalasa cinaciguat alkalmazasaval a funkcionalis el-
téréseket is normalizalta AAB-t kdvetéen.

In vivo a szivizomsejtek fokozott utoterhelésre adott
hipertréfias valaszanak f6 triggere a szarkolemma
megnyulasbol eredd feszilése (22, 23). A kézelmult-
ban kdzzétett in vitro eredmények ramutattak, hogy a
cinaciguat képes a hipertréfia csdkkentésére Ujszulott
patkény szivizomsejteken (24), alapul szolgélva ezzel
hipotézisiinkh6z, miszerint az NO-cGMP-PKG jelatvitel
kronikus aktivalasa képes lehet a szivizomsejt-hiper-
trofiat csdkkenteni, fuggetlendl a szivet ér6 hemodina-
mikai terheléstél. Az NO-cGMP-PKG utvonal jelentd-
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4. ABRA. A cinaciguat hatasa a cGMP-jelatvitelre nyomastiilterhelés soran. A cinaciguat patolégias kdriilmények
kozott fellépd erdteljes sGC aktivalé hatasat megerésitettiik a plazma cGMP-szintjének mérésével, amely az AABCin-pat-
kanyokban szignifikdnsan megemelkedett. A cGMP aktivélja a PKG-t, amely aztan foszforildlja a VASP- és PIn-fehérjéket,
amelyek foszforilaciés aranya a PKG aktivitasanak széles kérben elfogadott markerei. AABCin-allatainkban mindkét mutaté
értéke novekedett, igazolva ezzel a PKG aktivitdsanak novekedését az enzim mennyiségének jelentds valtozasa nélkiil. PKG:
protein-kinaz G; Pln: foszfolamban; VASP: vazodilatétor stimulalt foszfoprotein; p,: interakciés p-érték; *p<0,05 vs. ShamCo;

#p<0,05 vs. AABCo
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ségét az adhatja, hogy szamos fontos mechanizmust
szabalyoz, ugymint a Ca?*-hoz kapcsolddo jelatviteli
utvonalakat, valamint a troponin | (25) és szamos ion-
csatorna foszforilaciojat (26). Jelen eredményeink 6sz-
szhangban vannak az sGC-aktivacié fentebb emlitett
antihipertréfias hatasaval. Mindezeken fellil a korabban
publikalt in vivo tanulmanyokban nem lehetett kizarni,
hogy a cinaciguat miokardialis hipertréfiat csokken-
t6 hatasa valéjaban az azt kivalté primer betegségre
(pulmonalis hipertonia [27] és urémia [28]) gyakorolt
j6tékony hatadsanak eredménye. Ezzel szemben mo-
dellinkben a patoldgias helyzetet el6teremtd valtozast
a gyogyszer hatasa nem képes kompenzalni, igy iga-
zoltuk, hogy a cinaciguat primer antihipertrofias hatas-
sal rendelkezik in vivo. A cinaciguat e hatasa fuggetlen

a bal kamra hemodinamikai terhelésétél, amelynek
hatterében a cinaciguat altal megemelt intracellularis
cGMP-szint és a kovetkezményes PKG-aktivacio all-
hat. E megallapitasunkat alatamasztja a szivizomzat és
a vérplazma megnoévekedett cGMP-tartalma (3. D, H
abra, és 4. abra), valamint a VASP és a PIn emelkedett
foszforilacios aranya (4. abra), amelyek a PKG fokozott
aktivitasara utalnak (29, 30).

A patoldgias korulmények kodzott oxidalt, igy inaktiv
sGC funkciokiesése a patolégias balkamra-hipertrofia
kialakulasaban jelent6s szerepet jatszik (31); a plazma
cGMP-szintje modellinkben mégsem kulonbozoétt az
AABCo- és a ShamCo-csoportok kozoétt. A jelenség
hatterében a natriuretikus peptidek (mint az ANP, 5. A
abra) expresszidjanak fokozddasa, illetve receptoruk, a
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5. ABRA. A génexpresszi6 valtozasai cinaciguat kezeléssel megakadalyozhaték. A: AAB hatasara a magzati génprog-
ram reaktivacidja ment végbe, amelyet aldtdmaszt az ANP MHCbéta, NOS3 emelkedett, és az MHCalfa csokkent kifejezédése.
A NOS3, MHCalfa kifejez6dését és az MHC-izoforméak expressziés aranyat normalizalta a cinaciguat kezelés. A SERCA2a/Pln
expresszids aranya szignifikansan emelkedett az AABCin-patkanyokban az AABCo-éllatokhoz képest. B: mind a HSP70, mind

a Bcl-2 kifejez6dése jelentésen emelkedett az AABCin-csoportban, amely az antiapoptotikus jelatvitel felersitésére utal ezen
allatokban. ANP: pitvari natriuretikus faktor; Bcl-2: B-sejtes lymphoma 2; HSP70: 70kDa hésokk-fehérje; MHCalfa/béta: miozin
nehézlanc alfa- és béta-izoforma; NOS3: endothelidlis nitrogénmonoxid-szintaz; Pin: foszfolambén; SERCA2a: szarkoplazmati-
kus/endoplazmatikus retikulum Ca*-ATPéz izoforma 2a; p,,: interakcids p-érték; *p<0,05 vs. ShamCo; #p<0,05 vs. AABCo
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partikularis GC (pGC) kdvetkezményesen fokozott cG-
MP-generalasa allhat (32). Ez a hatas az sGC inaktiva-
|6dasara adott, annak kiesett cGMP-termelését elég-
telendl kompenzald reakcioként értelmezheté. A pGC
tovabba nem feltétlentl képes az sGC funkciodjat direkt
modon pétolni; az sGC, illetve pGC altal termelt cGMP
sejten bellli kompartmentalizacidja eltér (33). A cinaci-
guattal kezelt, Sham operalt csoportban a cGMP-plaz-
maszint emelkedésének elmaradasa j6l mutatja a szer
patoldgias allapotra szelektiv hatasat: mig az oxidalt,
hem prosztetikus csoportjat elvesztett, igy inaktiv
sGC-t erGteljesen aktivalva szignifikdnsan ndvelte a
cGMP szintjét az AABCin-allatokban, a redukalt hemet
tartalmazo, igy mikédbéképes enzimformara nem gya-
korolt szamottevd hatast (4. abra).

A 6. hét végére szignifikans koncentrikus balkamra-hi-
pertrofia jott 1étre az AABCo-patkanyokban, amelyet
alatdmaszt az RWT emelkedett értéke. Ezzel szem-
ben az elllsé és hatso fal diasztolés vastagsaga, va-
lamint a bal kamrai végdiasztolés atmérd szignifikan-
san kisebbnek addédtak az AABCin-csoportban, mint
az AABCo-éllatokban (1. tablazat). Ezzel dsszhangban
az ultrahangos méréseinkbdl becsult LVMi a hipertrofia
szignifikdns csdkkenését mutatta cinaciguat hatasa-
ra (1. tablazat). Eredményunk korrelal a PDE-5-inhibi-
tor sildenafilrdl korabban kézdlt adatokkal. A sildenafil
szintén novelte az intracellularis cGMP szintjét, és
csokkentette a hipertréfia mértékét (9). Posztmortem
szervtdmegméréssel is alatamasztottuk megfigyelé-
sunket: az AABCo-patkanyok szignifikansan nagyobb
abszolut és relativ szivtdmeggel rendelkeztek, mint a
ShamCo-allatok. Ezen eredménylnk egyezik az ebben
a modellben korabban megfigyeltekkel (34). A szivtd-
meg e ndvekedését a cinaciguat kezelés szignifikadnsan
csOkkentette (2. tablazat), amely egyértelmien utal a
szer antihipertréfias hatasara.

Az utéterhelés krénikus fokozédasa a myocardium
kompenzatorikus atépilését vonja maga utan. Az él-
sportolokban jelentkezd fizioldgias miokardidlis hiper-
trofiaval szemben patoldgias stimulusok, mint a magas
vérnyomas, hatadsara maladaptiv valtozasok mennek
végbe a szivizomsejtek szerkezetében (35). Mikrosz-
kdpos szinten szignifikdnsan megndvekedett atla-
gos szivizomsejt-atmérdt és szubendokardialis kolla-
gén-mennyiséget talaltunk AABCo-patkanyainkban a
ShamCo-csoporthoz képest (3. abra, A, B, E és F). Ci-
naciguat hatasara szignifikdnsan csdkkent mindkét el-
térés mértéke AAB-t kdvetden (3. abra, A, B, E és F);
eredményink jél korrelal az LVMi és a szivtdmegben
megfigyelhetd csdkkenéssel vizsgalatunk ezen allatai-
ban (1. és 2. tablazat), illetve korabbi kbzlemények ada-
taival is (9, 36).

A patolégias balkamra-hipertréfiara jellemzd egyik
kulcsfontossagu szubcellularis eltérés a magzati gén-
program reaktivacioja (37). Valéban, AABCo allataink-
ban a miozin nehézlanc fizioldgiasan kifejez6d6 al-
fa-izoformdja helyett a béta-izoforma expresszidja

kerult el6térbe; e magzati génprogramra jellemzd,
felnéttkorban patoldgias eltérést (38) a cinaciguat ke-
zelés teljes mértékben megelézte az AABCin-csoport-
ban (5. A abra). Figyelemremélté eredmény ez annak
tikrében, hogy a hasonl6 MAP miatt a bal kamra ter-
helése e két csoportban azonos volt (2. tablazat). Meg
kell jegyezniink azonban, hogy a cinaciguatot a kdzel-
multban megjelent tébb kézleményben is kritikaval illet-
ték human klinikai vizsgalatokban megfigyelt erételjes
vérnyomascsOkkent hatasa miatt (39, 40). Ezzel kap-
csolatban hangsulyozandd, hogy mas farmakoterapias
szerekhez hasonldéan a cinaciguat farmakokinetikajat
is jelentésen befolyasolja az adagolas maddja, és mig
a human vizsgalatokban a szert intravénasan adtak,
addig jelen kisérletek soran oralisan adagoltuk. Mind-
ezzel 6sszhangban 10 mg/kg cinaciguat egyszeri ora-
lis dézisa csupan enyhén és atmenetileg befolyasolja
a szisztémas vérnyomast (13, 41). Tovabba, a szer e
dozisa krénikus oralis adagolas mellett sem befolyasol-
ta jelentésen az artérias vérnyomast sem pulmonalis
hipertonia allatmodelljein (27), sem pedig diabéteszes
cardiomyopathia patkanymodelljén (42). Oralisan ada-
golt Ataciguat és GSK2181236A, két tovabbi sGC-akti-
vator esetében is hasonlé eredményekrél szamoltak be
a kdézelmultban patkany szivinfarktus modellben, illetve
spontan hipertenziv, stroke-ra hajlamos patkanyok ese-
tén (10, 43). Jelen eredményeink korreldlnak a korabbi
irodalmi adatokkal, amennyiben kutatécsoportunk sem
észlelt vérnyomasvaltozast 24 6raval az oralisan ada-
golt cinaciguat utols6 beadasa utan. Tovabbi bizonyi-
tékként szolgdl a cinaciguat-kezelés ellenére is magas
MAP jelenlétére az AAB-4&llatokban az ANP erételjesen
emelkedett expresszidja (5. A abra), amely a bal kamra
fokozott falfeszilésére, igy fokozott mechanikus hipert-
réfias stimulusra utal mindkét csoportban.

A szivizomsejtek szarkolemmajanak excessziv feszu-
Iése programozott sejthalal indukalasara is képes lehet
(44). Eredményeink megfelelnek a korabban leirtaknak,
az AABCo-éllatokban szignifikdnsan tébb apoptotikus
sejtmagot mutattunk ki TUNEL-festés segitségével,
mint a ShamCo-csoportban (3. abra, C és G). Ez cina-
ciguat-kezeléssel teljes mértékben megel6zhetd volt,
amelyre magyarazatként szolgalhat az antiapoptotikus
jelatvitel megerdsitése (5. B abra).

Osszefoglalva, a cinaciguat-kezelés eredményeképp
szignifikans javulast talaltunk a patoldgias balkamra-hi-
pertrofiara jellemz6 morfologiai eltérésekben mindha-
rom megfigyelhetd (Ugymint makroszkdpos, mikroszko-
pos, illetve molekularis) szinten.

Ahogy fentebb részleteztiik, a bal kamra krénikus tul-
terhelése patologias morfoldgiai valtozasokat okoz a
myocardiumban. Ezen valtozasok kezdetben a meg-
ndvekedett utdterhelés ellensulyozasara képes, funk-
cionalisan kompenzalt allapothoz vezetnek megtartott
kontraktilitassal. Hosszabb fennallds esetén azonban
a bal kamra dekompenzalédik, dilatél, amely csokkent
szisztolés funkcidhoz, majd tlnetes szivelégtelenség-
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hez vezethet (45). Allatainkban szivultrahanggal meg-
tartott szisztolés funkciét talaltunk mind a 3., mind a 6.
héten (1. tablazat), amely az AABCo- és AABCin-al-

diszfunkcié megjelenését. A cinaciguat ezt az eltérést
ugyancsak megel6zte (1. tablazat).

Az invaziv hemodinamikai vizsgalatok soran regiszt-
raélt PV-adataink analizise pontosabb betekintést nyujt a
sziv teljesitbképességébe. Az E,, (a végszisztolés nyo-
mas-térfogat 6sszefliggés egyenesének meredeksége)
a kamrai kontraktilitdst a kamra terhelésétél fuggetlendl
leiré paraméter. A PRSW értéke (amely a SW és a EDV
linearis 6sszefliggésének meredeksége) a kamra ter-
helésétdl, méretétdl és tdmegétdl is figgetlendl képes
a kontraktilitas érzékeny jelzésére (20). E paraméte-
rek a kontraktilitds emelkedését mutattak AABCo-pat-
kanyainkban a ShamCo-csoporthoz képest, azonban
a cinaciguattal kezelt AAB-édllatok esetén (2. tablazat
és 2. ébra) nem valtoztak. Ezen eredményeinket rész-
ben magyarazhatja a cinaciguat fentebb, illetve korab-
bi kdzleményekben (46, 47) ismertetett antihipertréfias
hatdsa. Tovabbi lényeges faktorok lehetnek a szer ha-
tdsmechanizmuséaban a PKG aktivalodasa altal [étreho-
zott funkcionalis valtozasok: az L-tipusi Ca?*-csatornak
inaktivacidja, illetve a kés6i egyeniranyité K*-csatornak
aktivacioja egyarant hozzgjarulhat az intracellularis
Ca?*-koncentracio csokkenéséhez (26). Mindezen felil
a troponin | PKG &ltali foszforilacidja csdkkentheti a szi-
vizomsejtek szarkomereinek Ca?*-érzékenységét (25).
Bar a gyogyszer teljesen nem képes az adaptiv hiper-
trofias valasz megelézésére (1. és 2. tablazat, 3. ébra, A
és E), vélhetdleg képes a bal kamra tulzott hipertréfias
valaszanak mérséklésére, amely a megndvekedett uté-
terheléshez valé alkalmazkodas szempontjabol szik-
ségtelen (48). A cinaciguat csdkkenti tovabba a patolé-
gias hipertréfia valamennyi jellemzé eltérését: a fibrozist
(3. abra, B és F), apoptozist (3. abra, C és G), illetve a
magzati génprogram reaktivalédasat (5. A abra).

A hipertenziv szivbetegség egyik jellegzetessége, hogy
a diasztolés diszfunkcio 1ényegesen kordbban jelentke-
zik, mint a szisztolé elégtelensége; klinikailag ez HF-
pEF fenotipusban nyilvanul meg. A bal kamrai diaszto-
Iés diszfunkcié hatterében mind a compliance, mind az
aktiv relaxacié romlasa allhat (49). AABCo-allatainkban
a bal kamra szubendokardialis teriletein megfigyelheté
megndvekedett kollagéntartalom (3. abra, B és F) elle-
nére az LVEDP nem valtozott a ShamCo-patkanyok-
hoz viszonyitva (2. tablazat), amely arra utal, hogy a
hipertenziv szivbetegség e korai fazisaban a bal kamrai
compliance zavara még nem volt szamottevé. Megfi-
gyeléslink egyezik az irodalomban Derumeaux és mun-
katérsai altal jegyzett adatokkal (36). A kollagén meny-

nyiségének ndvekedése, mint arra ugyanezen szerz8k
ramutattak, a bal kamra teljes falvastagsagara kiterjedt,
amennyiben a nyomasterhelés hosszu ideig allt fenn
(36). A T ugyanakkor, amely a bal kamra aktiv elernye-
désének érzékeny paramétere, szignifikansan meg-
nyult AABCo-allatainkban, amely az aktiv relaxacio
zavarat tikrozheti (2. tablazat). Az AABCin-csoportban
ezzel szemben diasztolés funkciozavar jele egyetlen
vizsgalt paraméterben sem mutatkozott, amelynek hat-
terében az AABCo-patkanyokhoz képest a SERCAZ2a
és a PIn (5. A abra) megndvekedett expresszio-aranya,
illetve a PIn emelkedett foszforilaciés hanyada allhat
(4. &bra). Mindkét felsorolt tényez8d hozzajarulhat a ci-
toplazmatikus Ca?*-szint csokkenésének felgyorsitasa-
hoz a diasztolé korai fazisdban, megdérizve ezzel az ak-
tiv relaxacié sebességét (50, 51).

A diasztolés diszfunkcié els6ként a kisvérkori kerin-
gésben okoz pangast (52). Ezzel 6sszhangban AAB-
Co-éllataink relativ, nedves tidétdmege szignifikan-
san nagyobb volt, mint a ShamCo-csoporté, mig az
AABCin-patkanyok e paramétere nem tért el a Sham-
Co-csoportban medfigyelttdl (2. tablazat).

Kovetkeztetések

Kutatécsoportunk elséként igazolta in vivo, hogy az
sGC kronikus aktivalasa cinaciguat segitségével meg-
el6zi a patologias miokardialis hipertréfia kialakulasat,
fuggetlentl a bal kamra hemodinamikai terhelésétdl.
Medfigyeltik tovabba az sGC-aktivacio jotékony ha-
tasat morfologiai, funkcionalis és molekularis szinten
egyarant. Eredményeink fényében az sGC aktivatorai a
patolégids miokardialis hipertrofia hatékony, Uj gyogy-
szereinek bizonyulhatnak a jévében.

Jelen kbzlemény Németh et al. Sci Rep 2016, 5: 37166.
kbzleményének (18) felhasznéalasaval késziilt a Nature
Publishing Group engedélye (Creative Commons Attri-
bution 4.0 International License (http: //creativecom-
mons.org/licenses/by/4.0/) alapjan.
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