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ROVIDITESEK JEGYZEKE

ACE: angiotenzin-konvertald enzim

ACh: acetilkolin

ADK: arginin dekarboxilaz

ADMA: asszimetrikus dimetil-arginin

AGE: eldrehaladott glikacios végtermék
Ang I1: angiotenzin 11

AT-1: angiotenzin Il 1-es tipust receptor
AT-2: angiotenzin Il 2-es tipust receptor
BH,: tetrahidrobiopterin

Ca”": kalcium ion

CABG: koronaria artéria bypass graft
CAMP: ciklikus adenozin-monofoszfat
cGMP: ciklikus guanozin-monofoszfat
COX: ciklooxigenaz

COX-1: ciklooxigenaz-1 izoenzim

COX-2: ciklooxigenaz-2 izoenzim

DAPI: 4,6-diamidino-2-phenylindole

DM: diabetes mellitus

DM+: diabeteses

DM-: nem diabeteses

EDHF: endothel-dependens hiperpolarizalé faktor
EDRF: endothel-dependens relaxacios faktor
eNOS: endothelialis nitrogén-monoxid szintaz
FAD: flavin-adenin-dinukleotid

FMN: flavin-mononukleotid

Fru-6-P: fruktoz-6-foszfat

GFAT: L-glutamin-D-frukt6z-6-foszfat aminotranszferaz
Glc-NH2-6-P: gliikbzamin-6-foszfat
GLUT-1: gliik6z transzporter

Hbaic: glikoheamoglobin

HBP: hexd6zamin bioszintézis titvonal

INOS: indukalhat6 nitrogén-monoxid szintaz



IR: inzulin receptor

IRS: inzulin receptor szubsztrat

L-Arg: L-arginin

L-NAME: N®-nitro-L-arginin-metil-észter
L-NMMA: L-N-monometilarginin

L-NOHA: N®-hydroxy-L-arginine

NADH: nikotinsavamid-adenin-dinukleotid
NADPH: nikotinsavamid-adenin-dinukleotid-foszfat
NE: norepinefrin

NO: nitrogén-monoxid

NOS: nitrogén-monoxid szintdz

nNOS: neurondlis nitrogén-monoxid szintaz

OAT: ornitin-aminotranszferaz

ODK: ornitin-dekarboxilaz

O-GIcNAc: oxigén-kapcsolt N-acetilgliikozamin
O-GIcNAcase: N-acetilglikozidaz

OGT: uridin 5’-difoszfo-N-acetilgliikozamin: polipeptid S-N-acetilgliikozaminiltranszferaz
OTK: ornitin transzkarbamilaz

PAI-1: plazminogén aktivator inhibitor 1

PG: prosztaglandin

PGE_: prosztaglandin E;

PGH2/TXAZ2: prosztaglandin Hy/tromboxan A;
PGl,: prosztaciklin

PUGNACc: O-GlcNAcase inhibitor

PKC: protein kinaz C

SDMA: szimmetrikus dimetil-arginin

sGC: szolubilis guanilat-ciklaz

SNP: nitroprusszid-natrium

T1DM: 1-es tipusu diabetes mellitus

T2DM: 2-es tipusu diabetes mellitus

TGF-p: transzformalo ndvekedési faktor-f
UDP-GIcNAc: uridin 5’-difoszfo-N-acetilgliikozamin
VEGEF: vaszkularis endothelialis ndvekedasi faktor

5HT: szerotonin



1. BEVEZETES

A diabetes mellitus (DM) a XXI. szazad elejének egyik legjelentdsebb népegészségiigyi
problémajava valt és elokeld helyet foglal el a nem fert6zo Un. "civilizacios" betegségek
soraban. A Nemzetk6zi Diabetes Szovetség adatai szerint a 2011-ben 366 millidra tartott
diabeteses betegek szama (20 éven feliilick korében) 2030-ra varhatéan 552 milliora fog
novekedni (jelenleg Magyarorszagon 570 ezer diabeteses beteg é1). A DM-nak a jelent6s
részét (~90%-at) a felnétt korban manifesztalodo 2-es tipus teszi ki, amely- a jelenlegi
prevalencia-adatok és a varhaté incidencia-novekedés, ill. a tarsuld kardiovaszkularis
szovodmények folytan - vilagméretii gondokat okoz [1]. DM-ban a kardiovaszkularis
megbetegedések kialakulasanak kockazata a nem cukorbeteg populaciohoz viszonyitva
fokozott. Megdobbent6 statisztikai adat, hogy DM-ban a szivinfarktus kialakulasanak
kockézata a mar koradbban egyéb okbdl szivinfarktuson atesett betegek rizikofokozodasaval
egyenlé nagysagu [2].

A DM-ban kialakuld atherosclerosis klinikai korformai k6zott kiemelt jelentOségiick a
coronariak érintettségén alapuld megbetegedések, a cerebrovaszkularis szovodmények és az
also végtagi artérias keringési zavar kovetkezményei. Az atherosclerosis korfejlodésébol
adoddan az egyik érteriileten mutatkozo korképek észlelése esetén joggal feltételezhetd, s
ezért vizsgalando a szervezet egyéb érteriileteinek érintettsége is. DM-ban gyakran észlelhetd
hipertonia, melynek pathomechanizmusa a diabetes két alapvetd tipusaban egymastol eltér.
Mig 1-es tipusu diabetes mellitusban (T1DM) a hipertonia a diabeteses nephropathia egyik
jellemz6 tiineteként van jelen, addig 2-es tipust diabetes mellitusban (T2DM) a hipertonia
kialakuldasat a metabolikus szindroma koncepcidja alapjan értelmezziik. Nephropathidhoz
tarsuld hipertonia azonban eléfordulhat T2DM-ban is. Osszefoglalva, DM-ban a kis ereket

érintd microangiopathia talajan kialakulé nephropathia, neuropathia, retinopathia, cerebralis-,



kardialis, és als6 végtagi mikrokeringési zavarok nagymértékben hozzajarulnak az e
betegségben szenveddk fokozott morbiditasi és mortalitasi rizikjahoz.

Korabbi vizsgalatokban kimutattdk a nagy konduktiv erek vazomotor funkci6zavarat
DM-ban, azonban kevés irodalmi adat all rendelkezésre arra vonatkozoan, hogy DM-ban
hogyan valtozik meg a human koronaria és a vazizom rezisztencia erek funkcidja és milyen
mechanizmusok allnak a patologias mikroér mitkodés hatterében. Valamint, a megemelkedett
gliik6z szint milyen hatassal van az endothel- és simaizom sejt funkcidjara.

Mindezek alapjan tudomanyos kutatasaimban az alabbi célkitiizéseket fogalmaztam meg:

1. Vizsgaljam a szivsebészeti miitéten datesett betegekbdl szarmazo, izolalt koronaria

mikroerek vazomotor mukodését.

2. Feltarjam a koronaria mikroerek vazomotor mitkédészavaraban szerepet jatszo lehetséges

mechanizmusokat, kiilonos tekintettel a diabetes mellitus mikrovaszkularis hatasaira.

3. Tovabba, hogy vizsgaljam a magas gliikkoz koncentracio és fokozott fehérje glikozilacio

endothel- és simaizom sejtekre gyakorolt hatasat.

A kisérleteink eredményei és az azokbol levonhatd kovetkeztetések segithetnek a
diabetes mellitusban kialakulé koronaria mikroér funkcidézavar korélettani folyamatainak
megismerésében, valamint hozzajarulhatnak a megvaltozott mikorérmiikddés és feltehetdleg
annak kovetkeztében kialakuld kardidlis rizikd csdkkentésére iranyuld gyodgyszeres terapids

elvek pontosabb kidolgozasahoz.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Kardiovaszkuldaris megbetegedések diabetes mellitusban

cre

A T2DM kiilonbdzo etiologiaju anyageserezavarok Osszefoglald neve, melyet
elsdsorban a szénhidrat, de a lipid anyagcserét is érintd folyamatok komplex eltéréseivel
tarsuld, kronikus hiperglikémia jellemez [3]. Jol ismert, hogy a lipid anyagcsere koros
elvaltozasai (hiperkoleszterinémia, hipertrigliceridémia, aterogén diszlipidémia szindréma) az
iszkémias sziv-, agy- és periférias érbetegségek kialakulasanak egyik {0 rizikdfaktorat
képezik. Az érrendszeri komplikaciok nagyrészt a lipid anyagcserezavar kdvetkezményeként
kialakulo atherosclerosis talajan jonnek létre. Kordbbi vizsgalatok ramutattak arra a tényre,
hogy a makrovaszkularis atheroscelrotikus érelvaltozasok mellett, illetve azt megelézden
diszlipidémiaban funkcionalis mikrovaszkularis elvaltozasok alakulnak ki [4, 5]. A
diszlipidémia okozta makro- és mikrovaszkularis funkcidkdrosodas hatterében részben az
endothel miikodésének megvaltozasat feltételezik, amely kozponti szerepet jatszhat egyes
atherogén folyamatok elinditasaban és kialakitasaban [6-9].

A tovabbi klinikai kutatdsok ravilagitottak arra a tényre is, hogy a szénhidrat anyagcsere
legjelentdsebb zavaranak, a ma mar epidémia jellegi DM-nak szintén szerepe van a
kardiovaszkularis rizik6 fokozddasaban [10]. Ezért nem meglepd, hogy a kardiovaszkularis
betegségek kialakuldsaban kiilondsen komoly szereppel birhat egy olyan koréallapot, amely a
magas vércukorszint és a megvaltozott gliikoz tolerancia mellett egyéb lipid eltéréseket, igy
emelkedett triglicerid szintet és csokkent magas denzitasu lipoprotein (HDL) szintet, valamint
magas vérnyomas egylittes eldfordulasat is magaban foglalja [11]. Korabbi tanulmany szerint
els6sorban a lipid haztartds zavarait érintd, elhizassal és magas vérnyomadssal tarsulo
metabolikus szindréma esetén 3,53-szoroséra, ugyanakkor a T2DM egyiittes fennallasa esetén
8,19-szorosara emelkedik a kardiovaszkularis mortalitas [12]. T2DM-ban szenved6

betegeknél feltételezetten az anyagcsere-folyamatok koros kovetkezményei miatt kialakulo



kardiovaszkularis (cerebralis, kardialis, als6 végtagi) szovodmények okozzdk a betegek
legnagyobb hanyadanak morbiditasat és mortalitasat [13-16]. A T2DM-mal ellentétben, az 1-
es tipust diabetes mellitus (inzulin-fiiggé diabetes mellitus) eléfordulasa szignifikdnsan
kevesebb, a DM populacionak kb. 10% szazalékat teszi ki. Az TIDM kialakulasanak a
pathomechanizmusa kiilonbozik a T2DM-t6l, a hasnyalmirigy p-sejteinek pusztulasa
kovetkeztében 1étrejovo abszolut inzulin hianya jellemzi, a betegség hatterében genetikai €s
autoimmun tényezok allnak. A korszer(i inzulinkészitményeknek koszonhetden a betegek
¢letmindsége jelentdsen javult, azonban az életkiladtasokat az alapbetegséggel kapcsolatos
érszovodmények jelentésen befolyasoljadk, amelyek mikrovaszkularis (rethinopathia,
nephropathia, neuropathia) és makrovaszkularis elvaltozasokra (stroke, koronaria betegség)
oszthatok, hasonléan a T2DM-hoz [17].

Az intenziv klinikai és kisérletes kutatdsok ellenére a diabetes mellitusban megfigyelhetd
sziv- ¢és érrendszeri elvaltozasok pontos korélettani mechanizmusai és a kialakuldsukban
szerepet jatszd patologiai tényezok még ma sem teljesen tisztdzottak. Prospektiv populacios
vizsgalatok kimutattak, hogy a szoros vércukor kontroll csdkkenti a diabetesben szenvedd
betegek mikroérrendszeri elvaltozasaibol adodd vaszkularis rizikofokozodast, ami a
normalisndl magasabb plazma gliilkéz koncentracid koroki szerepére iranyitotta a figyelmet

[18].

2.1.1. Az endothel funkcioi

Az elmilt évek kutatdsai bebizonyitottak, hogy a vaszkularis endothel nemcsak egy, az
ereket béleld passziv barrier. Kis tomegéhez (~110 gramm) képest oriasi feliiletet képez (~
350 mz) ¢s aktivan részt vesz a kardiovaszkularis rendszer miikodésében. Fontos élettani
feladata a vérkeringés lokalis szabalyozasa, résztvesz az ion- és folyadékcserében, kontrollalja
a véralvadasi mechanizmusokat, a vérlemezke és leukocita adhézio folyamatat, az érfalban

zajlo lokalis gyulladasos folyamatokat, a vaszkulogenezist [19] és angiogenezist. Az endothel
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kiilonboz6é  fiziologias stimulusokra értagitd ¢és érsziikitd anyagok szintézisével ¢és
felszabaditasaval valaszol, ezaltal szabdlyozva az adott érteriilet vérellatasat, a szoveti
perfuziot. Az endothel tovabbi alapvetd tulajdonsaga a szenzoros funkcid, melynek soran az
endothel membran receptor-fiiggd és fliggetlen mechanizmusok révén érzékeli a kiilonbozo
mechanikai stimulusokat, igy a transzlumindlis nyomadsvaltozast és az aramlas okozta
nyirderd/fesziiltség valtozasait [20]. Ezen paraméterek valtozasai élettani mechanizmusokon
keresztiil szabalyozzak a rezisztencia erek atmérdjét, ezaltal a szoveti keringés kialakitasdban
toltenck be fontos szerepet [21]. A lokalis keringésszabalyozas meghatarozo a szovetek,
szervek vérellatasanak biztositdsdban, melyet a vérnyomas valtozdsa esetén a fokozodo
anyagcsere igényekhez alakit, ezaltal a véraramlast fliggetleniti a vérnyomas pillanatnyi
valtozasaitol. A nagy artéridkat (makroerek) kovetd kis artéridkra és az arteriolakra

(mikroerek) esik a teljes nagy vérkori periférias ecllenallas legnagyobb része, amely a

szisztémas vérnyomas egyik legmeghatarozobb tényezdje (1. tablazat).

Makroerek Atmérs
Aorta 2,5cm
Legnagyobb, elasztikus tipusu artériak 1-2cm
Kisebb, muscularis tipusu artériak 0.1-1cm

Mikroerek Atmérs
Arteriolak 20-200 pm
Kapillarisok 5-7 um

1. tablazat. Az artérias rendszer ereinek csoportositdsa a&tmérdjiik alapjan.

A lokalis keringésszabalyozasi mechanizmusokban kordbban a vazoaktiv metabolitok, az

artérias pH, pOz, pCO, szerepét hangstlyoztdk, azonban az elmult évtizedek kutatdsai



bebizonyitottdk, hogy az intrinzik vaszkularis mechanizmusok (miogén mechanizmus,
nyirofesziiltség indukalta dilatacid) nagymértékben hozzédjarulnak a lokalis vératdramlas
szabalyozasdhoz. A sebészek és morfologusok korében mar tobb szadz éve ismert, hogy az
erek nagysaga a benniik &ramlé véraramlas nagysagaval aranyos, tehat nemcsak az ératmérd
hatdrozza meg az dramlast, hanem e tétel forditva is igaz.

Az endothel altal termelt legfontosabb vazodilatator anyagok a nitrogén monoxid (NO),
a prosztaciklin (PGly) és a mai napig tisztazatlan hatasmechanizmust endothel-dependens
hiperpolarizalo faktor (EDHF) (1. 4bra). Az egyes vazodilatatorok a kiilonb6zd érteriileteken
eltéré mértékben jarulnak hozza a vazodilatacié kialakitasahoz [22]. Furchgott és Zawadzki
bizonyitottak eldszor, hogy az acetilkolin (ACh) kivaltotta relaxaciora csak az ép endothellel
rendelkezd erek képesek. Ez vezetett az endothel altal termelt relaxacios faktor (EDRF)
felfedezéséhez [23], amelyrdl Palmer és mtsai 1987-ben mutattak ki, hogy a NO-dal azonos
[24]. Az azota eltelt évek kutatasai részletesen feltartak a NO élettanat és biokémiajat. A NO a
nitrogén monoxid szintdz (NOS) altal katalizalt reakcioban L-argininbdl és oxigénbdl
képz6dik, mikézben L-citrullin is felszabadul. A NOS tobb izoformaja talalhaté meg az emlds
szervezetben, az endothelialis (eNOS), neuralis (nNOS) és az indukalhato (iNOS) izoforma,
melyek szabalyozasa és élettani funkcioi eltéréek [25]. A biokémiai reakcid kofaktorai a
redukalt nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat (NADPH) és a tetrahidrobiopterin (BHj)
[26]. A NOS obligat alkotorésze a hem vas, a flavin-mononukleotid (FMN) [27] és a flavin-
adenin-dinukleotid (FAD) [28]. A vaszkularis szovetekben termelddott és felszabadult NO a
vaszkularis simaizomban a szolubilis guanilat ciklaz (sGC) enzim aktivacidjdhoz vezet, mely
enzim emeli az intracellularis ciklikus guanozin-monofoszfat (¢cGMP) koncentraciot. Ennek
kovetkeztében Ca”* koncentracio és/vagy simaizom Ca®* érzékenység csokkenés révén
vaszkularis simaizom relaxacié jon létre [29, 30]. Az endothel vazodilatator miikodése

azonban nemcsak NO medialta folyamat, hanem tovabbi az endothel altal termelt dilatator
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faktorok, mint példaul az EDHF és a ciklikus adenozin-monofoszfat (cAMP) rendszeren
keresztiil hatdé ciklooxigenaz (COX) izoenzimek (COX-1 ¢és COX-2) termelte

prosztaglandinok, a prosztaglandin E2 (PGE;) és a PGI; kdvetkezménye is [31-33].

K+

Simaizom

Kv
BKca

Na-K pumpa

Endothelium

SKca Ca 2+
IKca NO Endothelsejt
/ \ &
Na-K pumpa COX eNOS
Kig

Lumen ’ * e
agonista, mechanikai stimulus

(aramlas, nyiroero)

1.abra — Endothel-fiiggd vazodilatator anyagok: nitrogén monoxid (NO), prosztaciklin
(PGly), endothel-dependens hiperpolarizalo faktor (EDHF). Ez a sematikus dbra tartalmazza
a fobb enzimeket, csatorndkat és anyagokat, amelyek sziikségesek az endothel-fiiggd
vazodilatdacio kialakuldsahoz. Endothelsejtekben megtalalhato a lassu konduktancidju
kalcium-aktivalt K'csatorna (SKca), az intermedier konduktancidji kalcium-aktivalt
K*csatorna (IKca), az inward rektifikalé K csatorna (Kir), a Na-K pumpa, az endothelidlis
nitrogén-monoxid szintaz (eNOS), a ciklooxigendaz (COX), és a connexinek (Cx).
Simaizomsejtekben megtalalhato az ATP-szenzitiv K csatorna (Katp), @ nagy konduktanciaju
kalcium-aktivalt K* csatorna (BKca), a fesziiltség fiiggé K+ csatorna (Ky), a Na-K pumpa,

prosztaciklin receptor (IP) és a Cx-nek.
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Az endothel azonban nem csak dilatator természetli, hanem konstriktor anyagokat is
termel. Ilyen anyag az endothelin, amely egyike a leghatékonyabb vazokonstriktor
molekuldknak. Harom izoformaja 1étezik (endothelin 1,2,3), melyek az endothelin kiilonb6z6
receptorain keresztiil fejtik ki hatasukat [34]. Az endothel altal termelt masik fontos
vazokonstriktor anyag az angiotenzin I1. Az angiotenzin Il tobbek kozott az angiotenzin 1-bol
képzddik az angiotenzin-konvertdz enzim (ACE) hatdsara, mely enzim a lokalis renin-
angiotenzin rendszer részeként feltehetdleg a vaszkuldris endothelben €s a simaizomban is
megtalalhat6 [35, 36]. Az angiotenzin II a simaizomsejtek felszinén talalhato receptoraihoz
(AT-1 és 2) kotodik, a G-protein rendszeren keresztiil fejti ki hatasat, melynek eredménye az
intracellularis Ca®* koncentracid ndvekedése, a protein kindz C aktivitdsanak ¢és a
simaizomsejtek migraciojanak ¢és proliferaciojanak fokozodasa [37]. A ciklooxigenaz
izoenzimek nemcsak vazodilatator, hanem vazokonstriktor természetli prosztaglandinokat is
termelnek. Ilyen a prosztaglandin Hy/tromboxan A, (PGH2/TXAy), amely a simaizomsejteken
megtalalhato receptorok aktivaciojaval erételjes vazokonstrikciot idéz el [38].

Az endothel rendkiviil 0sszetett, egymassal parhuzamosan miikodé és kdlcsonhatasban
allo ¢élettani folyamatainak megbomlott egyensuilya bizonyos korélettani koriilmények kozott
az endothel koros mitkodéséhez, endothel diszfunkcidhoz vezethet. Az endothel diszfunkcio
esetén megbomlik a vazodilatator (NO, PGI,, EDHF) és vazokonstriktor (endothelin-1,
angiotenzin II, vazokonstriktor prosztaglandinok) tényezok kozotti egyensulyi allapot. Igy a
vazodilatator mechanizmusok csokkenése, vazodilatator adaptacids folyamatok besziikiilése,
vazospazmus alakul ki. Azonban a lokalis szoveti faktorok aktivalédasa és az endothel
milkodési egyensulyanak megbomlasa kovetkeztében nemcsak az endothel-fliggd
vazodilatator folyamatok sériilnek, hanem a vérlemezkék, monocytak és egyéb sejtes elemek
adhézioja kovetkeztében fokozott trombdzis hajlam, az érfali simaizomsejtek proliferacioja és

az érfalban lokalisan zajlo gyulladas alakul ki, melyek tovabb kérosithatjadk az endothel
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miikodését [20, 39].

2.1.2. A diabetes mellitus és endothel diszfunkcio

A diabeteses betegek legnagyobb héanyaddnak mortalitdsait ¢és morbiditasat a
kardiovaszkularis, elsésorban myocardialis szovédmények okozzak [40]. A diabetes mellitus
koronaria nagyerekre kifejtett hatasaval — felgyorsult atherosclerosis, atherothrombosis —
magyarazhaté a myocardialis infarktus emelkedett incidencidja. A nagy koronaria erekben
feltehetdleg az endothel koros, megvaltozott miikodése vezet az atherosclerosis gyors
progrediacidjahoz diabeteses betegeken. Az atheroscleroticus plakkokban is - csakigy, mint
az adventitidban - megfigyelhetd a szoveti gyulladds. Makrofdgok ¢és T-lymphocytak
akkumulalodnak, a lipid mag méretesebb, és a makrofagok és simaizom sejtek apoptdzis
hajlama fokozottabb, mint nem diabeteses allapotban. Mindezek a koriilmények egyiitt
eredményezik a plakk fokozott vulnerabilitasat és thrombogenitasat [41]. A diabetesben
megfigyelhetd fokozott thrombosis hajlam masik oka a megndvekedett szoveti faktor
termelés, amelyr6él kimutattdk, hogy ardnyban 4ll a plakk-makrofigok apoptdzisanak
mértékével [42]. A teljes koagulacios kaszkad korosan miikodik diabetesben, a thrombocytak
reaktivitasa is fokozott. Mind az adhezivitasuk, mind az aggregabilitasuk és trombin
produktivitasuk emelkedett [43]. Korabbi vizsgalatok szerint, az inzulin normal kériilmények
kozott gatolja a thrombocyta aggregaciot azaltal, hogy fokozza a NO szintézisét a
thrombocytakban [44], a PGI; szintézisét az endothelben, noveli a PGI,-receptorok szamat a
thrombocytdk felszinén, és szoveti plazminogén aktivatort (thrombolytikus enzim) szabadit
fel a vérlemezkékbol [45]. Az inzulin altal biztositott thrombocyta aggregacio gatlas
csOkkenése ugyancsak magyardzhatja a diabetesben fokozott thrombosishajlamot.

Ismert, hogy a diabetes mellitus nemcsak a nagyerek szintjén, hanem a mikorerekben is
koros valtozasokat indukal. A diabeteses mikroérszovodmények allnak a nephropathia,

neuropathia ¢és retinopathia hatterében is. A szivet ¢érint6 diabeteses koronaria
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mikroérkarosodas mechanizmusardl azonban még mindig keveset tudunk. Human [46] és
allatkisérletes [47, 48] kutatasok igazoltdk, hogy a mikroerek koros intrinsic
vazoregulatorikus mitkodése mar a betegség korai stadiumaban is megfigyelhetd. A szivizom
perfuzi6 romlasa a még intact korondria keringés mellett is mar kimutathaté diabeteses
betegekben [49, 50]

Feltételezések szerint a mikorvaszkularis szovodmények kozds kiindulopontja az
endothel diszfunkcio kialakuldsa. Az endothel rendkiviil 6sszetett, egymassal parhuzamosan
miitkodé ¢€s kdlcsonhatasban allo élettani folyamatainak megbomlott egyenstlya diabetes
mellitusban az endothel koros miikodéséhez vezethet [22]. Az endothel diszfunkcid tobbek
kozott az értadgitd mechanizmusok csokkenéséhez, érsziikiilethez, tovabba fokozott
thrombosis-készséghez és az érfali simaizomsejtek proliferaciojahoz vezethet. Az endothel
diszfunkcié korai stadiumaban sériilnek a NO- ¢és prosztaciklin-fliggd érelernyedési
mechanizmusok, illetve emelkedhet egyes érsziikité prosztaglandinok, endothelinek,
angiotenzinek szintézise. A lokalis szdveti faktorok aktivalodasa és az endothel miikodési
egyensulyanak megbomlasa kovetkeztében nemcsak az endothel-fliggd dilatator
mechanizmusok sériilnek, hanem tobbek kozott a vérlemezkék, monocytdk €és egyéb sejtes
elemek adhézidja is fokozddik, melyek jelenléte tovabb karosithatja az endothel amugy is
koéros mitkodését. Korabbi vizsgélatok igazoltdk, hogy kiilonbozd érteriileteken karosodik az
endothel-fiiggd arteriolaris dilatacio diabetes mellitusban [22], melynek hatterében 4llo
mechanizmusok felderitésére szamos kisérletes megtigyelés tortént. Ezek koziil kiemelendd a
diabetesben fennalldo kronikus hiperglikémia koroki szerepe. A megfeleld vércukor kontroll
csOkkenti a diabetesben szenvedd betegek mikroérrendszeri elvaltozasaibol adodo vaszkularis
rizik6fokozodast. A Magyar Diabetes Tarsasadg anyagcsere paramétereire és kockazati szintre
vonatkoz6 iranyelvei alapjan, ha a glikalt haemoglobin (Hbaic) %-os értéke <6,5 kisfoku a

kockazat, >6,5 macroangiopathias kockazat, >7,5 microangiopathids kockazat fokozodasat
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emeli. Bizonyos esetekben (fiatalabb, j61 kooperald betegeknél) indokolt lehet a Hbaic 6,0—
6,5%-o0s értékét megcélozni, mig idGsebb, tarsbetegségekben szenvedd és rovidebb varhato
¢lettartammal rendelkezd, olykor egyediill €16 cukorbeteg esetében szerényebb kezelési
célértékek (Hbaic 7,0-8,0%) is elfogadottak. Ez utdbbi szintén fontos a kardiovaszkularis
szovodményben szenvedd beteg esetében is, ahol az esetleges hipoglikémia varhato
kovetkezményei sokkal nagyobb sullyal esnek latba, mint a kicsit magasabb szinten tartott
vércukorértékek évek multan jelentkezd potencialis kovetkezményei (Magyar Diabetes
Tarsasag).

Az endothel-fiiggé vazodilatacidé javul hosszu tavia inzulin terapia hatasara [51]. A Hbaic
szintje ¢és a koros endothelmiikdodés kozott korrelacio mutathato ki [51]. Minden egyes
szazaléknyi csokkenés a Hbaic szintjében 37%-kal csokkenti a mikorvaszkularis
szovodmények kockazatat [52]. Masik ilyen fontos patoldgiai elvaltozas a nem-enzimatikus
glikacio. A gliikoz a fehérjék és lipidek szabad aminocsoportjdhoz képes kotddni nem-
enzimatikus glikozilacio révén, igy irreverzibilis elérehaladott glikacios végtermék (AGE,
advanced glycosilation end product) jon Ilétre, amely nem képes lebomlani, ezaltal
felhalmozodik a szovetekben. A folyamat normal glilkézhaztartas mellett is lejatszodik, de
diabetesben a szubsztrat-folosleg miatt fokozott mértékii [53]. Az AGE pathogenitasa tobbek
kozott abban all, hogy keresztkotések 1étrehozasara képes €s az oxigén-eredetli szabadgyokok
termelddését fokozza. Az AGE-produkcio gatlojaval, aminoguanidinnel a diabeteses

érelvaltozasok gatolhatok voltak allatkisérletekben [54].
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2.1.3 Az L-arginin szerepe a kardiovaszkuldris betegségekben

L-argininre (L-Arg) nemcsak a fehérjék szintéziséhez van sziikség, de jelentés szerepe
van az urea, kreatin(in), NO, agmatin, poliaminok, glutaminsav, illetve a prolin
termelddésében is. Ezeken az anyagokon keresztiil szerepe van a nitrogén-egyensuly
fenntartasaban (fehérje lebomlasi termékek elimindcidja, izomanyagcsere), az értonus
szabalyozdsaban, a trombocitdk ¢&s fehérvérsejtek kitapadasanak befolydsolasaban, az
immunrendszer szabalyozasaban, a neurotranszmisszioban, az RNS-szintézisben ¢s
kovetkezményesen a sejt- és szovetndvekedésben, sejtdifferencialodasban és a kollagén
szintézisben [55-57]. Az L-arginin szintézis fohelye a vese (kb. 60%), a keletkezett termék
foként kationos aminotranszporter segitségével jut a sejtekbe [58]. Az L-arginin bejutasa az
endothelsejtekbe a Na* fiiggetlen y* és y'L vagy a Na" fiiggd B®*, b®* transzporterek
segitségével torténik, de lehetséges a passziv diffazidval vald bejutasa is [59]. Kevés irodalmi
adat all rendelkezésre arrdl, hogy a diabetes milyen hatdssal van ezekre az
aminotranszporterekre. Gestacios diabetesbdl szarmazo umbilicalis endothel sejtekben 2,5x-es
L-arginin transzport fokozddast mutattdk ki, valamint a thrombocitak csokkent L-arginin
transzportjarol szdmolnak be tobb irodalmi kozleményben 2-es tipusu diabetes
mellitusban[60]. A majban is jelentds L-arginin termelés folyik, de az ott jelenlévé nagyfoka
arginaz-hatas miatt az L-arginin nagy része metabolizalédik és igy nem keriil a keringésbe.
Kismértéki L-arginin szintézist az endothelsejtekben és makrofagokban is megfigyeltek [56,
57, 61]. Az L-arginin becsiilt in vivo szintézise kb. 16 umol/kg/h, mely konstans [62]. Az
endogén eredetli L-arginin az Gsszes keringé L-argininnak minddssze 5-15%-at teszi ki,
amelyet a teljes test fehérje metabolizmusa hataroz meg elsésorban [57].

Az elmult években az L-arginin a kutatasok kozéppontjaba keriilt a NO szintézisben
betoltott szerepe miatt (2.abra), valamint az allatkisérletes modellekben tapasztalt kedvezd
hatésai kovetkeztében, ahol annak egyszer(i adasa megéllitotta, vagy visszaforditotta az erek
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atherogenézisét.

L-NAME
ik
eNOS
L-arginin + NADPH + O, NO + L-citrullin+ NADP*
Ca?*, CaM, BH,, FAD, FMN

W

L-arginin g FOL L-argininszukcinat < ASD L-citrullin
L-fumarat L-aszpartat
_ & arginaz N OTK -
L-arginin + H,0 - \ L-ornitin 7 L-citrullin

L-NOHA | urea karbamil-foszfat

2.dabra — Az eNOS és az argindz szubsztratjai, kofaktorai és az L-arginin metabolizmusa és
szintézise. Az eNOS miikodéséhez sziikséges L-arginin, NADPH, O, Ca®*, kalcium-
kalmodulin (CaM), BH4, FAD, FMN, valamint a NO termelés a N“-nitro-L-arginin-metil-
eészter (L-NAME) segitségével gatolhato. Az L-arginin szubsztratja az argindznak is, amelynek
hatdsdra L-ornitin képzddik urea felszabaduldséval, ami N°-hydroxy-L-arginin (L-NOHA)
addsaval gatolhato. Az L-ornitin és L-Citrullin szdamos enzim segitségével ismét L-argininnd
alakul: ornitin transzkarbamilaz (OTK) argininszukcinat-szintetaz (ASS), argininszukcindt-

ligz (ASL).

Korabbi klinikai vizsgalatokban kimutattak, hogy 5g L-arginin adédsa orélisan vagy
intravénasan naponta, ndvelte a NO felszabaduldst endothel diszfunkcidoval rendelkezé
betegekben [63]. Tobb klinikai tanulmanyban, az L-arginin rovid vagy kozéptavi adasa
javitotta a kardiovaszkularis betegségben szenveddk tiineteit, azonban eléfordultak olyan
esetek is, ahol nem volt hatasa az L-argininek, vagy a hosszutavi adasa magasabb mortalitast

eredményezett a placebo csoporttal Gsszehasonlitva. Az eltéré eredmények felvetik azt a
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tényt, hogy az L-arginin addsa nem minden beteg szamara kedvezd, ezért a betegek eldzetes
szelekciojaval (pl; aszimmetrikus dimetil-arginin [ADMA] szint mérésével) meg Kkell
hatarozni azt a csoportot, amelynek elénye szarmazik az L-arginin adasabol [63]. Exogén L-
arginin adasara az eNOS aktivacioja jon létre annak ellenére, hogy az L-arginin mar eleve
feleslegben van jelen, ez az ,arginin-paradox”-nak nevezett jelenség [64]. Az L-arginin
szintje a plazmaban eltérd nemek és kor szerint, fiatal férfiakban: 81.6 = 7.3 umol/L, id6s
férfiakban: 113.7 £ 19.8 pmol/L, fiatal ndkben: 72.4 £ 6.7 umol/L és id6s nékben: 88 + 7.8
umol/L. [65]. Az L-arginin koncentracidja magasabb (0.1 mmol/l — 1 mmol/L)
intracellularisan, mint extracellularisan vagy a plazmaban [66, 67], valamint az endothelsejtek
képesek gyors felvételére a palzmabol NO produkcid céljabol [68]. A taplalkozassal bevitt L-
arginin a vékonybélben felszivodik és a majba keriil, ahol a hepatikus-urea ciklusban
hasznosul, azonban egy kis része a majat elkeriilve, kozvetleniil a NO produkcioban vesz
részt, amelyet human és allat kisérletekben egyarant kimutattak radioaktiv izotoppal jelolt
(**N) L-arginin alkalmazasaval [69, 70]. Az L-argininnel folyd human kisérletekben,
kezdetben nagy dozist alkalmaztak intravénasan (L-arginin: 30g/30min), amely vazodilataciot
eredményezett, valamint megfigyelték a hipofizis eredetii ndvekedési hormon emelkedését is
[71-73]. Az L-arginin intravénas adasara vazodilatacio alakult ki az egészséges
onkéntesekben [72], ami reprodukalhaté a kardiovaszkularis betegségben szenvedék korében
[73], kivéve a pulmonaris hipertenzio esetében [74]. A NO metabolitok (nitrit, nitrat)
megemelkedett szintjének a kimutatisa vizeletb6l a NO fliggd folyamatra utal, azonban
hormonok (pl, novekedési hormonok) felszabadulasa is hozzajarul a vazodilatacio
létrejottéhez, amit a Szomatosztatin képes részben gatolni [75]. Ezek a hatasok az L-arginin
intravénas bejuttatasa esetén alakultak ki, az oralis adagoldas nem hozott hasonlod
eredményeket, amely az alacsonyabb plazma koncentracié elérésével magyarazhato.

Kimutattak, hogy az L-arginin szintje a plazmaban nem valtozik kardiovaszkularis

18



betegségekben [76], azonban felvetédott, hogy a biologiai hozzaférhetésége csokkent az
eNOS szamara a megnovekedett arginaz aktivitas kovetkeztében, amely ezaltal az NO
produkcid csokkenéséhez vezet [77-81]. Az eNOS endogén inhibitoranak az ADMA-nak, a
megemelkedett szintje pathofiziologias allapotokban (pl kardiovaszkularis betegség) gatolja a
NO termelést [82-84]. Az ADMA az L-arginin helyére kotédve gatolja az eNOS miikodését,
amely felveti azt a hipotézist, hogy L-arginin adasa hatdsos az emelkedett ADMA szinttel
rendelkezd betegekben, de hatastalan normal, vagy alacsony ADMA szint esetén [85]. Az
ADMA ¢és mas arginin szarmazékok, a szimmetrikus dimetil-arginin (SDMA), L-N-
monometilarginin (L-NMMA) a fehérjék posztranszlacios metilaciojaval keletkeznek [86]. Az
L-NMMA gatolja az NO termelddést, azonban az ADMA plazmakoncentracidja tizszer
nagyobb, ezért jelentésebb szerepet jatszik a NOS gatlasaban. Az SDMA-nak nincs direkt
gatld hatasa. Az L-arginin els6 klinikai alkalmazasa kardiovaszkularis betegségben szenvedd
betegeken 1991-ben Drexter és munkatarsai nevéhez fiiz6dik. Koronaria-katéterezés kdzben
ACh-t ¢és L-arginint jutattak a koronaria erekbe és mérték az aramlasfokozodast. A
kardiovaszkularis betegségben szenved6k esetében jelentOs aramlas novekedést tapasztaltak,
mig kontroll esetekben az L-arginin adasanak nem volt hatasa [87].

Az eddigi kutatasi eredmények szerint, az L-arginin ordlis alkalmazasa effektiv azokban
az egyénekben, ahol az endothelialis L-arginin-NO metabolizmus karosodott. Ennek okai
lehetnek 1.) megndvekedett L-arginin vesztés veseelégtelenség kovetkeztében 2.)
megnovekedett L-arginin igény a fokozott arginaz miikodés hatasara[88, 89] 3.) valamint az
endogén eNOS inhibitor ADMA megemelkedett koncentracioja [82, 85]. Ezen eredmények
azt mutatjak, hogy az L-arginin oralis adasa alkalmas lehet a kardiovaszkularis betegségek
kezelésére egy bizonyos betegpopulacioban, azonban keveset tudunk a mikroerekre gyakorolt

hatasarol, amelynek feltarasara tovabbi vizsgalatok sziikségesek.
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2.1.4. A fokozodott arginaz 1 expresszio lehetséges szerepe diabetes mellitusban.

Az endothelialis nitrogén-monoxid szintdz szubsztratja az L-arginin csakugy, mint az
arginazok csaladjaba tartozo arginaz 1-nek [90, 91]. Az arginaznak két izomere ismert. Az
arginaz 1 citoszolikus enzim, nagy mennyiségben fordul el6 a majban az urea-ciklus
részeként, mig az argindz 2 mitokondridlis lokalizacidju, és fOleg a vesében talalhato,
valamint mindkét izomer el6fordul endothelsejtekben [81, 92]. Az arginaz L-argininb6l L-
ornitin-t és ureat hasit, majd az L-ornitin-t az ornitin-dekarboxilaz (ODK, poliamin-szintézis),
illetve az ornitin-aminotranszferaz (OAT, L-prolin-szintézis, L-glutaminsav-szintézis) alakitja
tovabb. A poliaminoknak a sejtproliferacioban, az L-prolinnak a kollagénszintézisben van
szerepe, mig az L-glutaminsav a tejben leggyakrabban eléfordulé aminosav, illetve utobbiak
prekurzorai a GABA-szintézisnek, mely fontos ingeriiletatvivd anyag. Az urea markere a
vesefunkcionak, a diétas fehérje bevitelnek és a hidraltsagi allapotnak. Az ornitin-
transzkarbamilaz enzim (OTK) az L-ornitin-t L-citrullinna alakitja, karbamil-foszfat
beépitésével [57, 61, 93]. Az L-arginin azonban mas enzimek fontos szubsztratja is: az
agmatint az arginin dekarboxilaz (ADK) enzim szintetizalja L-arginibél, széndioxid
keletkezése mellett. Az ADK enzim a vesében mind a kéregben, mind a veldben
megtalalhatd, emellett az agyszovetben, a majban, a szivben, a lépben és a tiidoben [94],
illetve endothel sejtekben és az aorta membranfrakciojaban is kimutattak jelenlétét [95],
valamint aktivald hatasat az eNOS mikodésére [96]. Thomson és munkatarsai
streptozotocinnal indukalt diabeteses patkdnyok veséjében csokkent ADK aktivitds mértek,
bizonyitva ezzel az esetleges L-arginin hidny kovetkeztében kialakuld csokkent mikodést
[97]. A kreatin termelésre nagy mennyiségli L-arginin hasznalodik fel a vese, maj, izmok ¢€s a
hasnyalmirigy kozremitkodésével [56, 98], azonban az endothel sejtek kreatin termelésérdl
arginin-glicin amidinotranszferaz segitségével kevés irodalmi adat all rendelkezésre diabetes

mellitusban.
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Streptozotocinnal (fS-sejtek elpusztitasa) indukalt diabetes mellitusban megfigyelték az
argindz 1 expresszidjanak a novekedését patkany aortdban és méajban, ami az ACh altal
kivaltott vazorelaxacid karosodasaval parosult a koronaria arterioldkban. Az arginaz 2
gyengén volt detektalhato utalva ezzel az arginaz 1 sulyozott szerepére [99]. JOI ismert, hogy
az inzulin gatolja az urea szintézis génjeinek expressziojat, aminek az abszolit vagy relativ
hidanya T1DM ¢és T2DM-ben, fokozott argindz aktivitaishoz és csokkent L-arginin
mennyiségéhez vezet [100, 101]. Az arginaz fokozott miikodése képes az L-arginin biologiai
hozzaférhet6ségét korlatozni az eNOS szamara, ezaltal az endothelsejtek NO termelését
csokkenti [99]. A megnidvekedett arginaz aktivitast kimutattak kiilonb6zé kardiovaszkularis
megbetegedésekben, mint példaul pulmonaris hipertonidban [102], erektilis diszfunkcioban
[103], koronaria betegségekben [80]. Az arginaz 1 lehetséges kolokalizacioja az eNOS-al,
megnOvekedett argindz 1 aktivitas esetén csokkentheti az L-arginin mennyiségét az NO
produkcié szamara. Az nem teljesen tisztazott, hogy az argindz 2 hogyan befolyasolja az
eNOS mikodését. Lehetséges magyarazata, hogy a fokozott mitokondrialis L-arginin
degradacid6 megndveli annak transzportjat a citoplazmabol a mitokondriumba, ezaltal
csokkentve a NO termelés szubsztratjat [91]. Li és mukatarsai, bovine vénabdl szarmazé
endothelsejtekbe arginaz 1-et vagy 2-t kodold patkany cDNS-t jutattak az L-arginin
felhasznalas fokozasara, amelynek kovetkeztében az arginaz 1 aktivitasa 258%-al nagyobb
volt, mint az arginaz 2-é. A megemelkedett arginaz 1 expresszio hatasara az eNOS NO
termelése 60%-kal csokkent a kontrollhoz viszonyitva, amelyet a nitrit-nitrat szint
csokkenésének a mérésével hataroztak meg, valamint megfigyelték az L-arginin felvételének
enyhe emelkedését a sejtekbe [104]. A megemelkedett arginaz 1 aktivitas kialakulasaban a
diabetes mellitusra jellemz6 hiperglikémia is szerepet jatszhat. Magas gliikoz koncentracioju
oldatban (25 mmol/L, 24 6ras) inkubalt bovine koronaria endothelsejtekben fokozot arginaz

aktivitast, valamint 50%-kal cs6kkent NO termelést tapasztaltak [99]. A fokozott arginaz 1
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aktivitas kimutatasara, az endothelsejteket arginaz 1 siRNA-val transzfektaltak, amely teljesen
meggatolta a magas glilkoz koncentracio altal okozott NO termelés csokkenését [99].
Anthony R. White és munkatarsai szolgaltak el6szor kozvetlen bizonyitékkal az eNOS és
arginaz reciprok regulaciojarol, arginaz knock-down (géncsendesitett) patkany vaszkularis
endothelsejtekben. Arginaz 1 knock-down endothelsejtekben jelentdsen javult az eNOS
aktivitdsa, mig argindz 2 esetében nem tortént valtozas, ami az argindz 1 dominans szerepére
utal a patkany endothelsejtekben [105]. Tovabba klinikai tanulmanyokban vizsgaltak a
plazma arginaz aktivitasat T2DM-ban szenvedd betegekben és egészséges egyedekben. Az
arginaz 1 (T2DM: 0.25 £ 0.08 vs. kontroll: 0.31 + 0.10 ng/ml) és az arginaz 2 (T2DM: 0.16 +
0.05 vs. kontroll: 0.21 £ 0.09 ng/ml) plazma koncentraci6ja nem kiilonbozott a két
csoportban. Azonban a teljes arginaz aktivitas szignifikansan megemelkedett a T2DM-ban
(0.48 + 0.11 pmol'ml™*-h™ vs. kontroll: 0.32 + 0.12 umol-ml™-h™), ami szoros korrelaciot
mutatott a hiperglikémia sulyossagaval. A fokozott aktivitdssal parhuzamosan, az arginaz
egyik végtermékének, az ornitinnek a megemelkedett szintjét mérték a plazmaban, ezzel is
alatdmasztva az arginaz patologias mikodését diabetes mellitusban. Inzulin infizi6 hatasara
a megemelkedett arginaz aktivitds jelentésen csokkent, utalva ezzel az inzulin fontos
regulacios szerepére az arginaz milkodésében [99]. Ezen eredmények azt tiikr6zik, hogy a
fokozott arginaz aktivitdsnak vagy expresszionak a befolydsoldsa, egy lehetséges terapias utat
nyujthat az egyes kardiovaszkularis betegségek kezelésében diabetes mellitusban, azonban

ennek alatamasztasara tovabbi vizsgalatok sziikségesek [89].

2.2. A fehérjék O-GlcNAc modosuldasa diabetes mellitusban

A glikozilacio egyik specialis formaja az Ggynevezett O-GICNAC (oxigén-kapcsolt N-
acetilgliikbzamin) tipust glikozilacio, ami a hexdzamin bioszintézis Gtvonalhoz tartozik
(HBP). Ennek soran a gliikoz a hexézamin utvonal enzimatikus 1épésein keresztiil atalakulva

a fehérjék szerin és treonin oldallancaihoz kapcsolédik (3. abra) [106].
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3.dbra - A citoplazmatikus és a nukledris fehérjék szerin és treonin oldallancainak O-GICNAC
tipusu glikozilaciojat, két magas fokban konzervalt enzim kontroldlja. Az OGT (uridin 5’-
difoszfo-N-acetilgliikozamin: polipeptid p-N-acetilgliikozaminiltranszferdaz) felelds az O-
GIcNAc csoport fehérjére torténé helyezésért, az O-GIcNAcase (N-acetilglikoziddz) annak
eltavolitasaért. Reciprok kapcsolat van a foszforilacio és az O-GIcNAc-glikozilacio kozott,
tekintettel arra, hogy a foszforildaciot vegzo kindazok ugyancsak a szerin/treonin kétohelyeket

célozzak, mint az O-GIcNAc csoport [106].

In vitro sejtkultiran végzett tanulmanyok alapjan a sejtek altal felvett gliikoz kozel 2- 5%-a
1ép be a HBP-ba. A belépés folyamatat és sebességét az L-glutamin-D-fruktéz 6-foszfat
amidotranszferaz (GFAT) szabalyozza, mely a fruktoz-6-foszfatot (Fru-6-P) alakitja
glikozamin-6-foszfatta (Glc-NH2-6-P), glutamint hasznalva amino-csoport donorként. A
gliikozamin-6-foszfat atalakulasa szamtalan intermedier terméken keresztiil az uridin 5°-
difoszfo-N-acetilgliikozamin (UDP-GICNAC) szintéziséhez vezet. Az UDP-GIcNAc glikozid
prekurzorként szerepel glikoproteinek, glikolipidek ¢és proteoglikdnok szintézisében,
ugyanakkor esszencidlis donor a fehérjék O-GlcNAc mdédosulasahoz. Szamos fehérjén az O-
GIcNAC csoport verseng a foszfatcsoporttal a szerin és treonin helyekért, ezaltal potencialisan
befolyasolja a fehérjék (pl: a kinazok, foszfatdzok, transz-kripcids faktorok, metabolikus

enzimek) miikodését (3.abra). Ujabban felmeriilt annak lehetésége, hogy hasonld
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glikozilacios folyamatok kovetkeztében funkcionalis valtozas kovetkezhet be az endothelialis
nitrogén-monoxid szintdz miikodésében is hiperglikémia esetében [107]. Koztudott, hogy a
diabetes mellitus kardiovaszkularis szovoidményeinek kialakulasaban a hiperglikémia jelentds
szerepet jatszik [107, 108]. A megemelkedett plazma gliik6z koncentracié kovetkeztében az
endothelsejtekbe bejutd gliikdoz mennyisége megnd. A gliikéz endothelsejtekbe Iépése
inzulintol figgetlen mechanizmussal, a GLUT-1 gliikkoz-transzporter révén, a koncentracio
gradienst kovetve jon Iétre [109-111]. A kronikusan megemelkedett gliikkoz fluxus a HBP-ban
inzulin rezisztenciahoz és gliikoz toxicitashoz vezet [112, 113]. Husz évvel ezel6tt Marshall
¢s munkatarsai mutattak ki el6szor a direkt kapcsolatot a fluxus megemelkedése HBP-ban és
az inzulin rezisztencia kozott patkany zsirsejtekben [114]. A HBP fluxusa kisérleti uton
novelhetd exogén glikoz vagy glikozamin adasaval. A gliikozamin szintén a glikoz-
transzporter rendszeren keresztiil jut be a sejtekbe, ahol glik6zamin-6-foszfatta
foszforilalodik hexokinazok altal, igy képes megkeriilni a HBP sebességét szabalyozé6 GFAT
enzimet, ezaltal gyors UDP-GIcNAc szintemelkedést eredményez. A megndvekedett fluxus a
HBP-ben Kkarositja az IR (inzulin receptor)/IRS (inzulin receptor szubsztrat)/PI13-K/Akt
utvonalat, a foszforilacios helyek glikozildlasaval 1étrehozva az eNOS miikodészavarat és a
kovetkezményes endothel diszfunkciot [115]. A NO nem csak elengedhetetlen az ératmérd
szabalyozasaban, hanem fontos szabalyozo szerepe van a thrombocyta aggregacidban,
gyulladasos folyamatokban, remodellingben valamint az atherogenesis gatlasaban [116]. Az
eNOS-t elsésorban a Ca?* szint emelkedése aktivalja, de miikodését a BH4-koncentracio, a
kaveolinhoz kot6dés és szamos foszforilacios hely foszforilaltsagi allapota (Serl14, Ser1177,
Thr495, Ser615, Ser633) is jelentdsen befolyasolja. Az eNOS foszforilacios helyei koziil, a
Thr495 foszforilacidja gatolja, a Serl177 foszforilacidja aktivalja az enzimet [117]. Federici
¢s munkatarsai, human koronaria endothelsejteket 20 mmol/L gliikéz vagy 7.5 mmol/L

gliikozamin jelenlétében inkubalt 72 6ran keresztiil. Az eNOS enzimen az O-GIcNAc-csoport
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jelenléte 294%-kal emelkedett a kontrolléhoz képest, amelyet a GFAT inhibitor azaserin teljes
mértékben gatolt magas gliikkdoz koncentracid jelenlétében, de nem volt hatassal a
gliikozaminnal kezelt sejtekre. In vitro kindz assay alkalmazasaval, a *P —nak a jelenléte
46%-kal (magas gliik6z) és 83%-kal (glikézamin) csdkkent, amely az eNOS aktivaciojanak a
szignifikdns gatlasat mutatja a megemelkedett glikozilacio kovetkeztében. Az eNOS Serl177
foszforilacios hely vizsgalata Western blot analizissel 37%-0s (magas gliik6z) és 42%-0s

(glikézamin) csokkenést eredményezett inzulin stimulaciora (4. abra) [115].

hisztamin magas gliikéz gliikk6zamin
Akt Fru-6-P Wy Glc-NH,-6-P

GFAT
l azaserin l

eNOS-0-GleNAc | @ms= JDP-GIcNAC
l eNOS-Pser1177 06l

NO |

\ endothelium
Dilatacié |

simaizom
4. abra — A megnovekedett gliikoz vagy gliikozamin koncentracio az endothelsejtekben, néveli
a HBP utvonal fluxusdt, amely fokozza az eNOS fokozott O-GIcNACcildcio-s poszttranszildcios
Modosulasat, ezaltal gatolva az eNOS Serll77 foszforildlasat, ami csékkent NO medidlta
vazodilazdaciohoz vezet. Akt (szerin/treonin — specifikus protein kindz), Fru-6-P (fruktoz-6-
foszfar), GFAT (L-glutamin-D-fruktoz-6-foszfat amidotranszferaz), azaserin (a GFAT
gatloszere), Glc-NHp-6-P  (gliikozamin-6-foszfat), UDP-GICNAcC (uridin 5 -difoszfo-N-
acetilgliikézamin), OGT  (uridin  5’-difoszfo-N-acetilgliikozamin:  polipeptid ~ f-N-

acetilgliikozamininiltranszferdz), O-GICNAC (oxigén-kapcsolt N-acetilgliikézamin).
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Osszefoglalva, a HBP ttvonal tanulmanyozasira haromféle kisérletes megkdzelitést
alkalmaznak elterjedten 1.) magas gliik6z koncentraci6 és 2.) gliikozamin kezelés, valamint
3.) a GFAT enzimnek a gatlasa. [114, 118]. Az O-GIcNAc szerepét a sejtfunkcio
szabalyozasaban szamos betegéghez kototték, koztik az inzulinrezisztenciahoz és diabetes
mellitushoz, azonban az ennek a talajan kialakuld karosodott endothel miikodés

mechanizmusa és ennek a hatasa a mikroerek mitkodésére még nem pontosan ismert.
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3. MODSZERTAN

Kisérleteink els¢ részében jobb pitvari fiilcsét hasznaltunk szivmiitéten atesett
betegekbdl. Kisérleteink masodik részében him Wistar patkanyokat hasznéltunk (Charles
River, Magyarorszag). A kisérleti protokollok utan valamennyi allaton 150 mg/tskg nembutal

intraperitonedlis injekcid adasaval eutandziat végeztiink.

3.1. A betegek jellemzése

Kisérleteink soran a Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum
valamint a New York Medical College Etikai Bizottsaga altal jovahagyott protokolloknak
megfelelden jartunk el. Minden beteg irasbeli tdjékoztatast kapott és irasbeli jovahagyast adott
a human minta kisérletes felhasznalasarol.

Vizsgalatainkba 41 szivsebészeti mitéten atesett beteget vontunk be. A betegeket a
dokumentaltan ismert diabetes mellitus betegség megléte (DM+) illetve annak hianya (DM-)
alapjan két csoportra osztottuk. A betegek demografiai adatait, a fennallo egyéb betegségeket,

gyogyszereket valamint a szivsebészeti miitét tipusat az alabbi tablazat tartalmazza (2.

tablazat). DM (-) DM(+)
n=21 n=20
Nem, férfi (n) 14 10 2. tablazat — A tdblazat tartalmazza a betegek
Kor 60+14 | 59+8
Egyéb L-es tipusti DM 0 5 demogrdfia adatait, tarsbetegségeit, gyogyszeres
betegségek (n) 2-es tipusti DM 0 15
Magas vérnyomds 17 18 .. , , . , .
Hiperkoleszterinémia | 13 o kezelésiiket és sebészeti bevatkozasait. A korra
Koronaria betegség 9 16
Angina pectoris 10 15 vonatkozé adatok dtlagértékei + SD (Fisher exact
Korabbi AMI 2 7
Periférids érbetegség 0 3
szivbillentylibetegség | 13 6 statisztikai test), n = vizsgalt betegek szama,
Szivelégtelenség 0 4
Gyogyszerek (n) | Aspirin 11 13 angiotenzin-konvertalo  enzim  (ACE),
Lipid csokkentd 15 13
Inzulin 0 8
Oralis antidiabetikum | 0 15 miokardialis infarktus (AMI), korondria artéria
ACE gétls 13 18
Diuretikum 10 10
Antikoaguldns 13 10 bypass graft (CABG)
Ca**-csatorna blokkolé | 6 4
Sebészeti CABG 7 11
beavatkozés (n) Billenty(i csere 13 7
Egyéb okok 1 2
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3.2. Izoldlt mikroértechnika

Izolalt mikroér kisérleteinknek egy részét koronaria arterioldkon (~100 pm atméro),
valamint patkany gracilis vazizombol izolalt arteriolakon (~150 pum) végeztiik. A koronaria
ateriolakat korondria bypass miitét vagy billentylicsere soran eltavolitott jobb fiilcse darabbol
izolaltuk. Nembutallal altatott allatokbdl steril koriilmények kozott eltavolitottuk a musculus
gracilis vazizmot. A jobb fiilcsét, valamint a musculus gracilis vazizmot egy hideg (0-4°C, pH
7,4) Krebs-oldatot (110,0 mmol/L NaCl, 5,0 mmol/L KCI, 2,5 mmol/L CaCl,, 1,0 mmol/L
MgSOQO4, 1,0 mmol/L KH,PO4, 5,5 mmol/L gliikéz és 24,0 mmol/L NaHCO3) tartalmazo
szilikon alapt Petri-csészében tiikkel rogzitettiik, majd Nikon SMZ 1000 sztereomikroszkop
segitségével, mikrosebészeti eszkdzokkel az elsérendli koronaria arteriola 2-3 mm-es
szakaszat, valamint a gracilis arteriola masodrendii aganak 2-3 mm-es szakaszat izolaltuk. Az
izolalt arteriolat eldszor egyik végén (ez lett a proximalis vég) kaniilalva rogzitettiik, majd 20
Hgmme-es perfizidos nyomassal a lumenbdl a vérsejteket eltavolitottuk. Ezutan az ér disztalis
végét is megkaniildltuk ¢és miutan egy mikrocsavar segitségével beallitottuk az eredeti
érhosszt, egy allandé hdmérsékletii (T=37°C, pH=7,4) szervfiirdébe helyeztiik. A szervkamrat
folyamatosan oxigenizalt (O2: 10%, CO,: 5%, N,: 85%) Krebs-oldattal aramoltattuk at (40
ml/min). Az intraluminalis nyomast folyadékoszlop segitségével lassan 80 Hgmm-re emeltiik
¢s koriilbeliil 60 percig ott tartottuk, amig az ér allapota stabilizdlodott. Kozben az
intraluminalis nyomast folyamatosan nyomadstranszducerrel mértiik. A felvételek egy
mikroszkoéphoz (Nikon, Eclipse 80i) rogzitett digitalis kameraval (CFW1310, Scion Corp,
USA) késziiltek (5. dbra). Az izolalt arteriola belsé 4tmérdjét az Image J software-rel mértiik

(NIH Image, MD, USA).
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5. dbra - Az izolalt erek atmérdvaltozasait meéro videomikroszkopos rendszer vazlatos képe.

3.3. A human koronadria arteriolak miikodésének vizsgalata vazoaktiv szerekkel

Az izolalt koronaria arteriolan az egy oras inkubacio soran spontan miogén tonus alakult ki
a 80 Hgmm-es intraluminalis nyomas hatasara. Kisérleteinkben az izolalt koronaria mikroerek
valaszait ismert hatdsmechanizmust, endothel-fliggé és endothel-fliggetlen vazoaktiv
farmakonokkal teszteltiik. A protokollok soran az alkalmazott vazoaktiv anyagokat az ismert
térfogatt (15 mL) perfundalt kaddba megfeleld végkoncentraciokban adtuk. Kumulativ

koncentracidkat alkalmazva folyamatosan regisztraltuk az egyes szerek megfeleld

crer

Az els6 kisérleti sorozatban az endothel-fiiggd vazodilatator, acetilkolin (0.1 nmol/L —
0.1 wmol/L), majd az endothel figgetlen, a simaizomsejteken kozvetleniil hatd vazodilatator,
natrium nitroprusszid (SNP; 0.1 nmol/lL - 1 pmol/L) hatasara kialakulo
atmérdvaltozasokat mértiikk. Az egyes kumulativ d6zis-hatas gorbéket kimosasi periddus és 10
perc inkubéci6 kovette, melynek soran az arteriolak visszanyerték kiindulasi tonusukat.

A jobb fiilcsébdl izolalt koronaria arterioldkat 30 percig NO szintaz gatlo N®-nitro-L-
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arginin-metil-észter (L-NAME, 2 X 10 mol/L) jelenlétében inkubaltuk, majd ismételten
megfigyeltik az acetilkolin és a SNP ndvekvé dozisainak hatasara bekovetkezd
atmérovaltozasokat. Kisérleteink masik részében, a feltételezetten jelenlevd fokozott arginaz 1
miikddés blokkolasa céljabol szelektiv arginaz gatlot N®-hydroxy-L-arginine (L-NOHA, 10
pmol/L) alkalmaztunk, melynek jelenlétében 30 percen keresztiil inkubaltuk a human
koronaria arterioldkat, majd ismételten megmértilk az agonista szerekre kialakuld
atmérdvaltozasokat. Mas protokollokban az arteriolakat L-arginin (3 mmol/L) jelenlétében is
inkubaltuk, majd ismételten megmértilk az agonista szerek novekvd ddzisainak hatasara

kialakuld atmérovaltozasokat.

3.4. Kisérleti protokollok patkany izolalt vazizom ereken

Arteriolaris dilatacio vizsgalata vazoaktiv szerekkel patkany izolalt vazizom erekben

A kisérletekben az izolalt vazizom arteriolak dilatacios valaszait ismert
hatdsmechanizmusu receptor-medialta vagy receptor fliggetlen vazoaktiv farmakonokkal
teszteltiik. Az izolalt arteriolakban az endothel-fliggd dilataciot acetilkolin (1 nmol/L — 1
pmol/L) és hisztamin (1 nmol/L — 10 pmol/L) alkalmazasaval vizsgaltuk. Az endothel
fliggetlen, a vaszkularis simaizomra haté direkt NO donorként a nitroprusszid-natrium
(SNP; 1 nmol/L — 1 umol/L) doézisfiiggd hatasait figyeltiik meg, valamint vizsgaltuk
vazokonstriktor anyagok norepinefrin (NE; 0.3 nmol/L — 0.1 pmol/L) és szerotonin (5HT;
0.1 nmol/L — 1 pmol/L) ératmérdére gyakorolt hatasat. Az egyes kumulativ dozis-hatas
gorbéket kimosasi periodus kovette, ezutan 10 percet vartunk. Ez id6 alatt az arterioldk
visszanyerték kiinduldasi miogén tonusukat. A patkanybol izolalt vazizom arterioldkat 30
percig NO szintaz gatlo N®-nitro-L-arginin-metil-észter (L-NAME, 2 X 10 mol/L)
jelenlétében inkubaltuk, majd ismételten megfigyeltiik az acetilkolin és a hisztamin ndvekvo

dozisainak hatdsara kialakulo atmérdvaltozasokat.
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A magas gliikoz koncentracio és a glilkozamin vazoaktiv hatasanak vizsgalata

A magas gliik6z koncentracié (30 mmol/L, 2 éras inkubacio) ératmérére gyakorolt
hatasat az acetilkolin, hisztamin, SNP, NE, 5-HT novekv6 dozisainak hatasara kialakuld
ératmérd valtozasok mérésével vizsgaltuk izolalt gracilis arterioldkon. A gliik6zamin
(5mmol/L) kezelés ératmérére gyakorolt hatasat a hisztamin (1 nmol/L — 10 pmol/L)
novekvd dozisainak hatdsara kialakuld ératmérd valtozasok mérésével vizsgaltuk izolalt
gracilis arteriolakon. A hexdzamin bioszintézis Gtvonal szerepének a tisztazasara a hisztamin
hatasara kialakulo ératméré valtozasokat a GFAT enzim antagonista azaserin (20 pmol/L)
jelenlétében is megvizsgaltuk. A hiperozmolaris hatds kizarasara, tovabbi kisérletekben az
izolalt arteriolakat mannitol (25 mmol/L) jelenlétében inkubaltuk, majd ismételten
megfigyeltik az acetilkolin és a hisztamin ndvekvd ddzisainak hatasara kialakulo

atmérovaltozasokat.

3.5. Immunhisztokémia

Diabeteses  betegeken  végzett  kisérletekben  funkcionalis  vizsgalatainkat
immunhisztokémiai kisérletekkel is kiegészitettilkk. A nem diabeteses [DM (-), n=4] és a
diabetes mellitusban szenvedé [DM (+), n=4] betegekbdl szarmazd koronaria arteriolakat
hosszaban kettévagva, acetonos fixalas utan, 1% marha szérum albumint (BSA), 0.6 % Triton
X-100-at tartalmazé PBS oldattal blokkoltuk (Sigma). Az ereket (higitas: 1:50 blokkold
oldatban) monoklonalis argindz 1 ellenanyaggal (1:100 higitas, Sigma) és poliklonalis
endothelialis nitrogén-monoxid szintaz (eNOS) ellenanyaggal (1:100, higitas, BD Bioscience)
jeloltiik egy idében. Az immunfluoreszcens jelolést arginaz 1 és eNOS elleni Alexa 488 és
Alexa 597 (Invitrogen) jelolt szekunder antitesttel végeztiik. Magfestésre 4,6-diamidino-2-

phenylindole-t (DAPI, Invitrogen) hasznaltunk. A nem specifikus kotddés kimutatasara az
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els6dleges antitestet kihagytuk a kontroll protokollokban. A felvételeket Olympus BX61

tipusti mikroszképhoz csatolt CCD kameraval (Luca™-S, Andor) készitettiik.

3.6. Western immunoblot

A diabetes mellitus hatasa az arginaz 1 expressziéra human koronaria arteriolakban

A DM (-) és DM (+) betegek jobb fiilcséjébdl izolalt koronaria arteriolakat, a kornyezo
kotészovettdl megtisztitottuk, majd 20 ul SDS mintapufferben (6sszetevok: 4% SDS, 20%
glicerol, 10% 2-mercaptoethanol, 0.004% bromfenol kék és 0.125 M Tris HCI, pH~ 6.8,
Sigma) homogenizaltuk. A fehérjéket 10%-os poliakrilamid gélen 125 V fesziiltségen 1 o6ra
alatt szeparaltuk [119], majd polyvinil membranra transzferaltuk. Ezt kovetGen membran
szabad kotOhelyeit 5% tejet tartalmazd T-BST-vel (0.1% Tween-20 TBS-ben, Sigma) 1 6raig
blokkoltuk. A membrant az arginaz 1 ellenes elsédleges antitesteket 1:1000 higitasban 5%
tejet tartalmazo T-BST oldatban inkubaltuk. A jeleket kemilumineszcencia (ECL Kit, Fisher)
segitségével autoradiografias modszerrel vizualizaltuk. Annak megallapitasara, hogy a mintak
felvitele egyforman tortént-e, B-aktin ellenes antitestet 1:5000 higitasban hasznaltunk 5% tejet
tartalmazo T-BST-ben. Az optikai denzitast Image J szoftver segitségével mértiik és az

argindz 1 expressziojat -aktinra normalizaltuk.

A magas gliikoz koncentracié és gliikézamin kezelés hatasanak a vizsgalata az eNOS
foszforilacios szintjére és a fehérjék O-GICNAC glikolizacios allapotara

Wistar patkanyokbol izolalt arterioldkat (artéria femoralis 4gai), a kornyezd
kotdszovettdl megtisztitottuk, majd harom csoportra osztva: normal gliikkéz (5.5 mmol/L, 2
oras inkubacio), magas gliikoz (30 mmol/L, 2 oras inkubacid) és gliikozamin (5 mmol/L,
2 o6ras inkubacié) kezelésnek vetettiik ala. A mintakat folyékony nitrogénben
megfagyasztottuk, majd 20 ul RIPA bufferben (6sszetevok: 50 mM Tris-HCI, pH~8.0, 150

mM natrium klorid, 1.0% Igepal CA-630 (NP-40), 0.5% natrium deoxikolat és 0.1% natrium
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dodecil szulfat, Sigma) homogenizaltuk, 20 pl mintapuffer (osszetevok: 4% SDS, 20%
glicerol, 10% 2-mercaptoethanol, 0.004% bromfenol kék és 0.125 M Tris HCI, pH~ 6.8,
Sigma) hozzaadasaval a fehérjéket 10%-os poliakrilamid gélen 125 V fesziiltségen 1 ora alatt
szeparaltuk, majd polyvinil membranra transzferaltuk. Ezt kovetden az eNOS és a GICNAC
detektalasara szant membranok szabad kotéhelyeit 5% tejet, mig a P-eNOS detektalasa esetén
1% marha szérum albumint tartalmazé T-BST-vel 1 6raig blokkoltuk. Az O-GIcNACc és eNOS
ellenes els6dleges antitesteket 1:1000 higitasban 5% tejet tartalmazé T-BST-ben alkalmaztuk,
mig a P-eNOS antitestet 1:500 higitasban 1% marha szérum albumint tartalmazé T-BST
oldatban inkubaltuk. A jeleket kemilumineszcencia (ECL Kit, Fisher) segitségével
autoradiografids modszerrel vizualizaltuk. Annak megallapitasara, hogy a mintdk felvitele
egyforman tortént-e, [B-aktin ellenes antitestet 1:5000 higitasban hasznaltunk 5% tejet
tartalmazo T-BST-ben. Az optikai denzitast Image J szoftver segitségével mértiikk és az O-
GIcNAc ¢és eNOS expresszidjat [-aktinra, mig a P-eNOS expresszidojat eNOS-ra

normalizaltuk.

3.7. Az eredmények statisztikai értékelése

A vazoaktiv szerek hatasara kialakuld atmérovaltozasokat abszolut értékekben, illetve a
Ca”" mentes oldatban megfigyelt passziv atmérd szazalékaban fejeztiik ki. A normalizalt
ératmér6t az adott nyomasértéken mért aktiv €s passziv ératmérd aranyaként hatdroztuk meg.
Az arteriolak miogén tonusat az ugyanazon a nyomason mért aktiv (Ca®* tartalmii Krebs
oldatban mért) atméréjének a Ca®* mentes oldatban mért passziv atmérdjének szazalékaban
adtuk meg. Az adatokat a GraphPad Prism (San Diego, California) statisztikai program
segitségével értékeltiik ki. Az abrakon a nyert adatok atlagértékei + S.E.M szerepelnek. A
statisztikai analizishez ismételt mérésekkel ANOVA-t hasznaltunk, amit Tukey post hoc
teszttel vagy Student’s t-teszttel egészitettiink ki a protokolloknak megfeleléen. Az értékeket
akkor tekintettiik szignifikansnak, ha a p<0,05 volt.
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4. EREDMENYEK

4.1. A diabetes mellitus hatdsa a koronaria arteriolak vazomotor miikodésére

A diabetes mellitus koronaria erek vazomotor miikodésére gyakorolt hatasat koronaria
bypass vagy billentylimiitéten atesett betegekbdl (n = 41) szarmazo6 ereken vizsgaltuk. A
betegek demografiai mutatoit az 2. tablazatban foglaltuk Gssze. A betegeket a diabetes
mellitus hianya [DM(-), n = 21] vagy megléte alapjan [DM(+), n = 20] két alcsoportba
osztottuk. A két csoport kozott nem talaltunk eltérést a mitétek tipusa, a kor és nem
tekintetében. A tarsbetegségek esetében a DM(+) csoportban a periférias érbetegség és
szivelégtelenség eléfordulasa volt megfigyelheté, DM(-) csoportban viszont nem. A
gyogyszerek tekintetében mindkét csoport hasonld kezelésben részesiilt, kiilonbség a diabetes
mellitus kezelésére alkalmazott oralis antidiabetikum és inzulin adasaban talalhato (2.
tablazat).

Az egyodréas inkubacid soran az izolalt human koronaria arterioldkon 80 Hgmm-es
intraluminalis nyomas hatdsara spontdn miogén tonus alakult ki. Nem volt szignifikéns
kiilonbség a diabeteses [DM(+)] és nem diabeteses [DM(-)] betegekbdl izolalt arteriolak
kozott sem az aktiv [AD, az egyoras inkubacio utan kialakult atméré; DM(-): 106 =9, DM(+):
97 + 12 um], sem a passziv [PD, a kalcium mentes Krebs-oldatban mérheté atmérd; DM(-):
131 + 11, DM(+): 133 + 17 pum] ératmérékben, sem az ezek alapjan kalkulalt ([PD-
AD/PD]*100) miogén tonusban [DM(-): 38 £ 6, DM(+): 39 + 5 %].

Els6ként az endothel-fliggd vazodilatator acetilkolin kumulativ dozisait alkalmazva (ACh; 0,1
nmol/L —0.1 umol/L), a huméan koronaria arteriolak konstrikcidja alakult ki mindkét
csoportban (6. abra). A NO szintaz gatlé (L-NAME, 2 X 10* mol/L) kezelésnek nem volt
tovabbi hatasa a kialakult valaszra (7. abra). A NO-donor nitroprusszid natrium (SNP, 1
nmol/L és 10 umol/L) adasara az izolalt koronaria arteriolak jelentés mértékii vazodilatacioja

alakult ki (8. abra).
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6. dbra — A diabetes mellitusban szenvedd betegek [DM(+), n=10] és a nem diabeteses
betegek [DM(-), n=11] izoldlt korondria arterioldinak belsé érdtmérd valtozasai acetilkolin
kumulativ doézisanak hatdsdra. Az adatok a mért szdzalékos érdtmérd valtozas dtlagértékei +

SEM. A csillagok (*) szignifikans kiilonbséget jelolnek (p<0,05).
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7. dabra — A diabetes mellitusban szenvedds betegek [DM(+), n=6] és a nem diabeteses betegek
[DM(-), n=6] izoldlt korondria arterioldinak belsé érdtmérd valtozasai acetilkolin kumulativ
dozisanak hatasdara a NO szintaz gatlo L-NAME jelenlétében. Az adatok a mért szazalékos
eratmeré valtozas atlagértékei + SEM. A csillagok (*) szignifikans kiilonbséget jeldlnek

(p<0,05).
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Az  endothel-figgetlen  direkt ~ NO-donor,  natrium-nitroprusszid  novekvo
koncentracidjanak (SNP; 0,1 nmol/L — 1 pmol/L) hatdsara kialakult vazodilataci®é mértéke
vizsgalatainkban nem kiilonb6zott a két betegcsoport koronaria mikroerein. Ezek az
eredmények és a kezdetben kalkulalt kozel azonos miogén tonus a simaizom megtartott

reaktivitasat mutatja a két ércsoportban (8. abra).
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8. dbra — A diabetes mellitusban szenvedd betegek [DM(+), n=38] és a nem diabeteses betegek
[DM(-), n=9] izoldlt korondria arterioldinak belsé ératmérd valtozdsai SNP kumulativ
dozisanak hatdsdra. Az adatok a mért szdazalékos érdatmérd atlagértékei + SEM. A csillagok

(*) szignifikans kiilonbséget jelolnek (p<0,05).

Korabbi vizsgalatokban, a diabetes mellitusban megfigyelték a NO termelés
csokkenését, vagy teljes karosodasat. Ennek a hatterében allo okok feltarasara a tovabbiakban
a szelektiv arginaz gatld jelenlétében is (L-NOHA, 10 pmol/L, 30 percig) vizsgaltuk a
valaszokat. Mig a nem diabeteses betegek arterioldin a szelektiv argindz gatld nem

befolyasolta jelentésen az acetilkolin indukalt érvalaszokat, addig a diabetes mellitusban
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szenvedd betegek koronaria arteriolaiban szignifikans mértékben javitotta az ACh valaszokat

(9. abra).

-O- DM(-) -o- DM (+)
100 - DM (-) + L-NOHA -+ DM (+) + L-NOHA
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9. dabra - A diabetes mellitusban szenvedoé betegek [DM(+), n=>5] és a nem diabeteses betegek
[DM(-), n=35] izoldlt korondria arterioldinak belsd érdtmérd valtozasai acetilkolin kumulativ
dozisanak hatasara szelektiv arginaz gatlo kezelés (L-NOHA, 10 umol/L, 30 percig) elott és
utan. Az adatok a mert szazalékos ératmero atlagértékei + SEM. A csillagok (*) szignifikans

kiilonbséget jellnek (p<0,05).

A megndvekedett arginaz aktivitas csokkentheti a NO szintézishez sziikséges szubsztrat,
az L-arginin mennyiségét. Ennek igazolasara, L-arginin hozzaadasa utan is (3 mmol/L, 30
percig) vizsgaltuk a valaszokat. Mig a nem diabeteses betegek arteriolain az L-arginin nem
befolyasolta az acetilkolin indukalt érvalaszokat, addig a diabetes mellitusban szenvedd

betegek koronaria arteriolaiban szignifikans mértékben javitotta azokat (10. abra).
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10. dbra - A diabetes mellitusban szenvedé betegek [DM(+), n=6] és a nem diabeteses
betegek [DM(-), n=6] izoldlt korondria arterioldinak belsé ératmérd valtozdsai acetilkolin
kumulativ dozisanak hatdsdra L-arginin adasa ( 3 mmol/L, 30 percig) eldtt és utan. Az adatok
a meért szazalékos ératmero atlagertekei + SEM. A csillagok (*) szignifikans kiilonbséget

jelolnek (p<0,05).

A szelektiv arginaz gatloval (L-NOHA) torténd elokezelés a mikroerek kiindulasi belsé
atmér6jét nem befolyasolta jelentés mértékben [DM(-): 98 + 10 um, DM(+): 91 + 7], azonban

az L-arginin kezelés novelte az atmér6ét [DM(-): 112 + 9 um, DM(+): 113 + 14].

4.2. Immunhisztokémia

Az immunhisztokémiai vizsgalatok alapjan a DM(+) betegekbdl izolalt erek falaban az
arginaz 1 festddés jelentésen fokozott volt az endothelsejtekben Gsszehasonlitva a DM(-)
betegek mintaival, valamint az argindz 1 kolokalizaciot mutatott az eNOS festédéssel a

DM(+) betegekben, mig a DM(-) csoportban ez nem volt megfigyelhetd (11. abra).
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11. abra - Az argindz 1 és eNOS egyiittes immunhisztokémiai kimutatasa diabetesben

[DM(+), n=4, jobb oldal] és diabetes mellitusban nem szenvedd betegek [DM(-), n=4, bal
oldal] koronaria arterioldiban (3-4 endothelsejt egy nézetben). Az argindz 1 festést az Alexa
597 mdsodlagos antitest (piros), az eNOS festést az Alexa 488 mdsodlagos antitest (zold)
mutatja. Az argindz 1 és eNOS kolokalizdaciojat a narancs/sarga szin dbrdzolja. A sejtmag

kimutatasdasra DAPI-t festést alkalmaztunk (kék).

Az arginaz 1 fehérje fokozott expressziojat sikeriilt kimutatni a DM(+) betegek koronaria
arteriolaiban Western immunoblot segitségével (12. abra).

DM(-) DM(+) DM(-) DM(+)
Argindz 1 " SIS St sl . 34 KDa

B -aktin h- S ~43 KDa
RS

250+

200+

1504

1004 |

50+

Arginaz 1 expresszioé (%)

DM() ! DM (+)

12. abra - Az arginaz 1 expersszio a diabetes mellitusban szenvedo betegek [DM(+), n=5] és

a nem diabeteses betegek [DM(-), n=5] izoldlt koronaria arterioldiban. Az argindz 1
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expressziojat [f-aktinra normalizdaltuk. A megadott értékek datlagok + SEM. A csillag (*)

szignifikans kiilonbséget jeloli (p<0,05).

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy a diabetes mellitusban szenvedé betegekben
fokozodik az arginaz 1 expresszido, amely az L-arginin szubsztrat nagyobb mértékii
felhasznalasa kovetkeztében csokkenti annak bioldgiai hozzaférhetdségét az eNOS szdmara,
igy csokkenti vagy teljesen eltorli a NO-medialt vazodilataciot a koronaria arterioldkban.
Feltételezziik, hogy ezen elvaltozasoknak szerepe van a mikrovaszkularis diszfunkcio

kialakulasaban diabetes mellitusban.

4.2. A magas gliikoéz koncentrdcio hatdsa vazizom arterioldk vazomotor miikodésére

Kovetkezd 1€pésben a szénhidrat anyagcserezavar kovetkeztében Iétrejové magas
glik6z koncentracidt hoztunk létre Kkisérletesen, a vazizom arterioldk vazomotor
mitkodésének tanulmanyozasara ebben a koros allapotban. Kisérleteink soran patkany
(Wistar, him) gracilis vazizombdl izolalt arteriolakat hasznaltunk. A preparalast kovetd egy
Oras inkubacios id6 alatt az izolalt gracilis artrerioldknak spontan miogén tonusa (~30%)
fejlodott ki anélkiil, hogy barmilyen vazoaktiv anyagot alkalmaztunk volna.

Els6ként az endothel-fliggd vazodilatator acetilkolin (ACh; 1 nmol/L —1 umol/L) és hisztamin
(1 nmol/L —10 umol/L) altal kivaltott valaszokat vizsgaltuk kontroll koriilmények kozott. A
NO szintaz gatlo (L-NAME, 2 X 10 mol/L) kezelésnek nem volt hatasa az acetilkolin altalt
kivaltott vazodilataciora, azonban a hisztamin valaszat szignifikansan csokkentette (13. abra
A és B panel). Ennek oka, hogy az ACh els6sorban EDHF-en keresztiil valtja ki az erek

vazodilataciojat és kevésbé hangstlyos a NO utvonal szerepe.
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13. dbra - Wistar patkanyokbdl izolalt arteriolak hisztamin (A panel; 1 nmol/L —10 zmol/L)
¢és acetilkolin (B panel; 1 nmol/L -1 wumol/L) néovekvé dozisainak hatdsdara kialakulo
érvalaszai a NO szintaz gatloszere, az L-NAME-mel térténd inkubacio elott és utan normal
gliikoz szint jelenlétében. Az adatok a mért szdzalékos dilatdaciok atlagértékei + SEM. A

csillagok (*) szignifikans kiilonbséget jelolnek (p<0,05).
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mmol/L, 2 6ras inkubacid) inkubaltuk és ismét megvizsgaltuk az acetilkolin és hisztamin
valaszokat. A magas gliik6zszint szignifikansan csokkentette a hisztamin altal kivaltott
vazodilataciot, mig az acetilkolin valaszra nem volt hatassal. Hiperozmotikus kontroll
kisérletekben a hisztamin valasz nem valtozott mannitol (25 mmol/L, 2 o6ras inkubacid)

jelenlétében (14. abra A és B panel).

A B
-O- 5.5 mM gliikéz (n=6) -O- 5.5 mM gliikéz (n=6)
-0~ 30 mM gliikéz (n=6) -o- 30 mM glitk6z (n=6)
10042 25 mM mannitol (n=3) 100-
__ 801 - 80+
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* * * *
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14. abra - Wistar patkdnyokbol izolalt arterioldk hisztamin (A panel; 1 nmol/L =10 umol/L) és
acetilkolin (B panel; 1 nmol/L -1 umol/L) novekvd dozisainak hatasdra kialakulo érvilaszai
normal gliikéz (5.5 mmol/L), magas glikéz (30 mmol/L) és mannitol (25 mmol/L)
jelenlétében. Az adatok a mért szdzalékos dilataciok atlageértékei + SEM. A csillagok (*)

szignifikans kiilonbséget jelolnek (p<0,05).
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A NO szintaz gatlonak (2 X 10™ mol/L) nem volt hatésa a magas gliikoz koncentracioju

oldattal (30 mmol/L) kezelt arteriolak hisztamin és acetilkolin valaszara (15. abra A és B

panel).
A B
-0~ 30 mM gliik6z (n=6) -~ 30 mM gliik6z (n=6)
100~ * 30 mM glitk6z + L-NAME (n=4) 100- - 30 mM gliik6z + L-NAME (n=4)
~ 807 __ 80-
:3\; 60- § 60-
S 40 ‘0 4
% o % 40
04 ‘_=;=‘ﬁ=5 0-
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15. dabra - Wistar patkanyokbdl izolalt arterioldk hisztamin (A panel; 1 nmol/L —10 zmol/L) és
acetilkolin (B panel; 1 nmol/L -1 umol/L) novekvd dozisainak hatasdara kialakulé érvilaszai
magas gliikéz koncentrdcié (30 mmol/L) és L-NAME (2 X 10™* mol/L) jelenlétében. Az adatok

a mert szazalékos dilataciok atlagértékei +SEM.

A HBP utvonal egyik kulcs enzime az L-glutamin-D-frukt6z-6-foszfat amidotranszferaz
(GFAT). A GFAT enzim antagonista azaserin (20 pmol/L), a hisztamin indukalta
vazodilataciot a kontroll (normal gliikoz koncentracioji) valasz szintjére emelte vissza a
magas glikkoz szintnek Kitett gracilis erekben. Az azaserin és a magas gliikoz koncentracio
jelenlétében a NO szintaz gatld (L-NAME) adasara a hisztamin kivaltotta vazodilatacio

mértéke szignifikansan csokkent (16. abra).
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16. dabra - A hisztamin (1 nmol/L —10 gmol/L) novekvé dozisanak hatisara kialakulo
érvalaszok magas gliikoz koncentracio (30 mmol/L) jelenlétében, azaserin kezelés eldtt és
utén, valamint L-NAME (2 X 10 mol/L) azonfeliili addsdval. Az adatok a mért szdzalékos

dilatdciok atlagértékei + SEM. A csillagok (*) szignifikdns kiilonbséget jelolnek (p<0,05).

A HBP-n val6 ataramlas kisérleti uton névelhetd exogén gliikozamin adasaval, mely a gliikkoz
-transzporter rendszeren keresztiil jut be a sejtekbe, gliikdzamin-6-foszfatta foszforilalodik
hexokinazok 4ltal, igy képes megkeriilni a HBP sebességét szabalyozé GFAT enzimet, ezaltal
gyors UDP-GIcNAc szint emelkedést eredményezve. A kovetkezdekben a gliik6zamin
(5mmol/L) hatasat vizsgaltuk izolalt gracilis arteriolakon. A hisztamin indukalta vazodilatacid
szignifikdnsan csokkent gliikdzamin adasara, azonban az azaserinnel valé inkubéacidnak nem

volt hatasa, a magas gliik6z esetéhez hasonloan (17. abra).
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17. dabra - A hisztamin (1 nmol/L —10 wumol/L) névekvd dozisanak hatdisdra kialakulo
érvalaszok gliikozamin (5 mmol/L) jelenlétében, azaserin kezelés eldtt és utdan, valamint

normal gkiikoz jelenlétében. Az adatok a mért szazalékos dilataciok atlagértékei + SEM. A

csillag (*) szignifikans kiilonbséget jelol (p<0,05).

Vizsgalatainkat Kkiterjesztettik az endothelium-fiiggetlen nitroprusszid-natrium (SNP)
vazodilatatorra, valamint a simaizmon hat6é vazokonstriktor norepinefrin (NE) és szerotonin
(5HT) anyagokra. Kontroll koriillmények kozott a NO-donor SNP novekvé dozisanak adasara

az izolalt gracilis arterioldk jelentds mértékli vazodilatacioja alakult ki, mig a NE és az 5-HT

crocr

kezelésnek nem volt hatasa a SNP, 5-HT és NE valaszokra (18. abra. A,B,C panel)
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18. dbra - Izolalt vazizom arteriolak 5-HT (A panel; 1 nmol/L -1 gmol/L); NE (B panel; 0.3

nmol/L —0.1 gmol/L) és SNP (C panel; 1 nmol/L =1 umol/L) névekvd dozisainak hatdsdara
kialakulo érvilaszai normal (5.5 mmol/L) és magas gliikoz koncentracio (30 mmol/L)

jelenlétében. Az adatok a mért szdazalékos ératmérd valtozas atlagértékei +SEM.
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4.3. Western immunoblot

A magas gliikkdéz koncentracid és glilkdzamin adds molekularis szinti hatdsanak
felderitéséhez Western immunoblot analizist végeztiink. Elsé 1épésben, izolalt femoralis
artériakban vizsgaltuk a fehérjék O-GIcNAc szintjének a valtozasat. A magas gliikoz
koncentracionak és glikozaminnak kitett mintakban, az O-GIcNAc szintje szignifikansan

megemelkedett a kontroll csoporthoz képest (19. abra).

A

5.5 mM 30 mM 5mM
ghiikoz gliikoz gliikozamin
anti- 0-GlcNAc ~ 170 kD
— L s ~140kD
~ 95 kD

) ~72kD
& 4 b " .__-1,
anti- g-actin M ~ 43 kD

B GIcNAc
2504

2004

150+
1004 I

GIcNAc expresszio (%)
3

o

55mM 30 mM 5mM
gliik6z gliik6z gliikézamin

19. dbra - Reprezentativ Western immunoblot (A panel) és az oszlopdiagramm (B panel)
mutatja a fehérjék O-GICNAC szintjét normal gliikoznak (5.5 mmol/L); magas gliikoznak (30
mmol/L) és gliikozaminnak kitett Vazizom artériakban (n = 4). A 140 kD sdvot denzitaltuk,
ami az eNOS szintjének felel meg. Az O-GICNAC expressziojat [-aktinra normalizaltuk. A

megadott értékek datlagok + SEM. A csillagok (*) szignifikans kiilonbséget jelolnek (p<0,05).
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Masodik lépésben arra kerestiik a valaszt, hogy az endothelidlis nitrogén-monoxid szintdz
foszforilaltsagi szintje hogyan valtozik magas gliikkdz koncentracié hatasara. Ismert, hogy
reciprok kapcsolat van a foszforilacio és az O-GIcNAc-glikozilacio kozott — tekintettel arra,
hogy a foszforilaciot végzo kinazok ugyancsak a szerin/treonin koétdhelyeket célozzak. A
Serll77 hely foszforilaltsaga az endothelialis nitrogén-monoxid szintdz enzimen, annak
aktivaciojahoz vezet. A magas glikdz koncentracidval kezelt femoralis artéridkban a

(P)eNOS szintje szignifikansan csokkent a kontroll csoporthoz hasonlitva (20. abra).
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gliukoz glikkoz

anti-O-GlcNac ” —— “ ‘ ~ 140 kD

anti-eNOS —ﬁ, --’ F m ~ 140 kD

anti-(P)eNOS P B - . . ~140 kD
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5.5 mM gliikéz 30 mM gliikéz 5.5 mM gliik6z 30 mM gliik6z

20. dbra. - Reprezentativ Western immunoblot (A panel) és az oszlopdiagramm (B és C
panel) mutatja a fehérjék O-GlcNAc, eNOS és (P)eNOS szintjét normal (5.5 mmol/L); magas
gliikéznak (30 mmol/L) és gliikozaminnak kitett vazizom artéridkban (n = 4). Az O-GIcNAC és
eNOS expressziojat p-aktinra, mig a P-eNOS expressziojat eNOS-ra normalizaltuk. A

megadott értékek atlagok = SEM. A csillag (*) szignifikans kiilonbséget jelol (p<0,05).
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5. MEGBESZELES

Annak ellenére, hogy az 1-es és 2-es tipusu diabetes mellitus ma mar jol kezelhetd,
szovodményei még ma is vezetd helyet foglalnak el a haldlozasi statisztikaban. A
valtozatlanul magas mortalitas 80%-ban kardiovaszkularis eredetli. Ennek okaként elsésorban
a hiperglikémia kovetkeztében kialakult mikro- ¢és makroangiopatia jelent6ségét
hangstlyozzak. A UKPDS (United Kingdom Prospective Diabetes Study) vizsgalatban a 2-es
tipusu diabetes mellitus észlelésekor a betegek 33%-anal a makroangiopatia mellett mar jelen
vannak a mikroangiopatias eltérések is. Mig 1-es tipusu diabetes mellitusban a tartdsan
fennalloé anyagcserezavar késoi kisérobetegségeként észleljiik, addig 2-es tipust diabetesben,
a diffiz endothel kéarosodas kovetkeztében, a koronaria betegség mar jelen lehet az
egyértelmii hiperglikémia észlelése el6tt, az inzulinrezisztencia idészakaban [120, 121]. A
klinikai tapasztalat egyértelmiien azt mutatja, hogy diabetes mellitusban a mortalitas ¢és
morbiditas jelentds hanyadaért a koronaria betegség kialakuldsa tehetd feleldsseé,
mindazonaltal a hattérben huz6d6é mechanizmusok még mindig nem teljesen tisztazottak. Még
kevesebb ismeretiink van a rezisztencia erek szintjén jatszodé valtozasokrol.

Tudomanyos kutatasaimban ezért célul tiiztem ki, hogy tanulmanyozzam a diabetes
mellitusban a human koronaria erek vazomotor mitkodésében 1étrejové elvaltozasokat. E cél
érdekében a szivsebészeti miitéten atesett betegekbdl szarmazod, izolalt koronaria
mikroerekben vizsgaltam a létrejové patologias mechanizmusokat és lehetséges okait az
endothel-fliggd és simaizom altal kozvetitett vazomotor mitkodésében. Tovabba célul tiiztem
ki, hogy feltarjam az egyes vazizom mikroerek vazomotor mitkddészavaraban szerepet jatszo
lehetséges mechanizmusokat, kiilonds tekintettel a megemelkedett gliikkoz koncentracid

mikrovaszkularis hatasaira.
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5.1. Diabetes mellitus hatdsa a korondria mikroerek vazomotor mitkodésére

Korabban azt feltételezték, hogy a diabetesben csokkent korondria dramlds f6 oka a
nagyerek atherosclerosisa. Nitenberg €s mtsai bebizonyitottak, hogy diabetesben a koronaria
aramlasi rezervkapacitas csokkenése mar azel6tt igazolhatd, mielétt még az angiographian,
vagy a bal kamra szisztolés funkcidjaban valami koéros valtozas megjelenne [50]. Mindezek
alapjan feltételezték, hogy a diabetesben lathaté koronaria aramlasirezerv-csokkenésért nem
az epikardialis erek atherosclerosisa tehetd felelossé, hanem a koronaria mikrovaszkulatura
csokkent dilatator kapacitasa [49, 50]. Az ¢érfalfiiggd vazoregulator mechanizmusok
megvaltozasat a diabetes allatkisérletes modelljeiben mar kordbban kimutattak: bizonyitottan
csokkent az aramlas [47] és az agonista [48] altal kivaltott endothel-fliggd dilatacio. A nagy
konduktancia artéridk szintjén az endothel-fliggd vazodilaticid csokkent volta mar a human
diabeteses mintakban is kimutatott [22]. Azonban a diabetes mellitus kiserekre, foként a
human korondria arteriolakra kifejtett koros hatdsarol keveset tudunk.

A NO fontos szerepet tolt be az ératmérd szabalyozdsdban testszerte, igy a koronaria
arteriolak ataramlasaban is [122]. Nagyszamu kutatasi eredmény mutatja a nagy- és
rezisztencia erek csokkent NO termelését diabetes mellitusban [16, 123-125]. A diabeteses
betegek koronaria ereiben kimutatott endothel diszfunkci6 korélettani szerepe és a hatterében
hiuzodo mechanizmusok még nem teljesen ismertek. Kisérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy a
szivmitéten atesett betegek jobb fiilcséjébdl izolalt koronaria arteriolakon az endothel-fiiggd
vazodilatator ACh vazokonstrikciot indukalt mind a diabeteses mind a nem diabeteses
csoportban egyarant, feltételezhetden az eNOS koros mitkodése kovetkeztében. A NO szintaz
gatlo L-NAME kezelésnek nem volt hatasa a kialakult valaszra. Ezek az eredmények a NO
medialta vazomotor valasz hianyara utalnak mind a diabeteses és nem diabetes csoportban
egyarant. Az endothel-fiiggetlen, direkt NO-donor SNP hatasara kialakult vazodilatacio

mértéke vizsgalatainkban nem kiilonbozott a két betegesoport korondria arterioldiban, ami
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arra utal, hogy a szolubilis guanilat ciklaz és a cGMP-fiiggd jelatvitel megtartott a
simaizomban. A human koronaria arteriolakon végzett kisérletek egyik limitald tényezdje az
igazi kontroll hianya. Fiatal, koronaria betegségben nem szenvedd egyedekbdl (billentyii
mutét) szarmazo jobb pitvari fiilcsébdl izolalt koronaria arteriolak, 0.1 pmol/L ACh hatéséra
jelentds (~60%) vazodilataciot mutattak, amely L-NAME jelenlétében gatolhato volt (Bagi,
munkacsoportunk nem kozolt eredménye), utalva ezzel a NO utvonal jelentds szerepére a
human koronaria arteriolakban.

Az utobbi években, az oxidativ stressz a kutatasok kdzéppontjaba keriilt , mint lehetséges ok a
csokkent NO termelésre diabetes mellitusban [22, 47]. Egy munkacsoport antioxidans C-
vitamin adasara, a brachialis artéria dilataciojanak a javulasat tapasztalta DM-ban [126].
Azonban eléfordultak olyan esetek is, ahol nem sikeriilt kimutatni az antioxidansok
prevencios hatasat a vaszkularis komplikaciok megelézésében [127-129], valamint
munkacsoportunk korabban azt talalta, hogy szuperoxid dizmutaz adasa nem gatolta meg a
vazizom arteriolak dilataciojat diabeteses patkanyokban [130]. A fenti eredmények alapjan
arra kovetkeztetiink, hogy az oxidativ stressz nem az egyediili oka a kialakult vaszkularis
funkci6zavarnak diabetes mellitusban. A NO szintézishez kiilonb6z6 kofaktorok és
szubsztratok sziikségesek, mint példaul tetrahydrobiopterin és L-arginin [26, 131, 132]. Ezen
anyagoknak a biologiai hozzaférhetdsége az eNOS szdmaéra csokkent diabetes mellitusban .
Oralis gliikoz terhelésnek kitett egészséges egyedekben csokkent brachidlis aramlast
tapasztaltak, ami elézetes BH4 kezeléssel megelézheté volt [133], valamint L-arginin adasa
oralisan vagy intravénasan javitja az endothel diszfunkciot diabeteses betegekben [134]. Az
L-arginin adasa felvet bizonyos kételyeket, mert a NO szintaz sziikséges L-arginin Ky, értéke
2.9 umol/l, az L-arginin intracellularis koncentracioja 0.1-1mmol/l kozott valtozik, ami joval
meghaladja az eNOS igényeit. Ez a jelenség az ugynevezett ,arginin paradox”. Ujabb

eredmények felvetik az arginaz lehetséges szerepét az L-arginin szintjének csokkenésében az
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eNOS kozvetlen kozelében, ezaltal befolyasolva a NO szintézis mértékét [131]. Ezzel
Osszhangban, egy masik munkacsoport fokozott argindz 1 aktivitdst mutatott ki diabeteses
patkanyok koronaria arteriolaiban [99].

Ezek a megfigyelések felvetik az arginaz szerepét a diabetes mellitusban kialakuld endothel
diszfunkcioban, ezért diabeteses human koronaria arterioldkban tanulmanyoztam az arginaz
expressziojat. Az immunhisztokémiai vizsgalatok soran a diabeteses betegekbdl izolalt erek
falaban az argindz 1 festddés jelentds fokozodasat talaltuk az endothelsejtekben,
Osszehasonlitva a nem diabeteses betegek mintaival, valamint az argindz 1 kolokalizaciot
mutatott az eNOS festddéssel a diabeteses betegekben, mig a nem diabeteses csoportban ez
nem volt megfigyelhetd. Az argindz 1 fehérje fokozott expersszidjat sikeriilt kimutatni a
diabeteses betegek koronaria arteriolaiban Western immunoblot segitségével is. A fokozott
argindz 1 expresszid funkciondlis kovetkezményeinek a feltarasara, a diabeteses és nem
diabeteses betegekbOl szdrmazd korondria arteriolak L-argininnel torténd inkubacidja a
diabeteses csoportban visszaallitotta az endothel fliggd agonista altal kivaltott vazodilataciot,
amely soran az ACh vazodilataciot valtott ki az L-argininnel torténd inkubacio elott
megfigyelt vazokonstrikcid helyett. A nem diabeteses csoport esetében nem tapasztaltunk
valtozast az ACh indukalta valaszban L-argininnel torténé inkubacid esetén. A
megndvekedett argindz aktivitas tovabbi alatimasztasara, a szelektiv arginaz gatlo (L-NOHA)
alkalmazasara az ACh szintén vazodilataciot valtott ki a diabeteses csoportban, mig a valasz
valtozatlan maradt a nem diabeteses betegekbdl szarmazod koronaria arteriolaban. Mivel nem
all rendelkezésiinkre szelektiv argindz 1 vagy 2 gatlo, ezért nem tudjuk kizdrni az arginaz 2
lehetséges szerepét a diabetesben kialakult endothel diszfunkcidban. Azonban, Romero és
munkatarsai streptozotocin injekcidval létrehozott diabetikus egerek aortajan vizsgaltak az
argindz két izoformajanak, az arginaz 1(Al) és 2(All)-nek a hatasat az endothel fliggd

vazodilataciora, valamint felmérték az erek fibrotikus allapotat és stiffness-ét. Diabetes
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mellitusban az endothel-fliggd vazodilatacié szignifikdnsan csokkent a wild type (WT, 53%)
és az AI'"™ANT (44%) aortakban, dsszehasonlitva az AT"AIl"™ (27%) egerekbdl szarmazo
mintakkal. Az erek stiffness-e és a koronariak fibrozisa szintén szignifikdnsan fokozott volt
WT és az AI""All"" egerekben, amely arra utal, hogy az argindz 1-nek jelentds szerepe van a
diabetes mellitusban 1étrejovo endothel diszfunkcidban [135]. Azonban, allnak rendelkezésre
olyan kutatasi eredmények is, amelyekben az argindz 2 fokozott expresszidjat figyelték meg.
Goto-Kakizaki diabeteses patkanyok koronaria vazomotor funkciézavarat mutattak ki, amit
arginaz inhibitor adasa javitott, valamint az aortaban emelkedett argindz 2 expressziot talaltak,
mig az arginaz 1 valtozatlan maradt [136]. Azok a mechanizmusok, amelyek a fokozott
arginaz 1 expressziohoz vezetnek a diabeteses betegek koronaria arteriolaiban tovabbra is
tisztazatlanok. Ismert, hogy az inzulin géatolja az urea ciklus enzimeinek az expresszidjat és a
kialakult inzulin reszisztencia (T2DM), vagy abszolut inzulin hiany (T1DM) kovetkeztében
ez a regulacios mechanizmus karosodik €s hozzajarul a fokozott argindz 1 expresszidjahoz. A
vizsgalataink soran felvetodott az a kérdés, hogy azon betegeknél, akik nem szenvedtek
diabetes mellitusban, viszont mas kardiovaszkularis és egyébb betegségeik voltak, a koronaria
arteriolak nem mutattak javulast az L-NOHA ¢és L-arginin kezelésre, amely kizarja a fokozott
argindz expresszid lehet6ségét. Igy a kéarosodott endothel-fliggd vazodilatacié hatterében
egyeéb mechanizmusok lehetnek, mintpéldaul a megemelkedett endogen NO szintdz inhibitor
ADMA [137], vagy csokkent kofaktorok (BH4) szintje [133]. Osszefoglalasként
elmondhatjuk, hogy a diabetes mellitusban szenvedd betegekben fokozodik az argindz 1
expresszid, amely az L-arginin szubsztrat nagyobb mértékii felhasznalasa kovetkeztében
csokkenti annak biologiai hozzaférhetdségét az eNOS szdmara, igy csokkenti vagy teljesen
eltorli a NO-medialt vazodilataciét a koronaria arteriolakban. Feltételezziik, hogy ezen
elvaltozasoknak szerepe van a mikrovaszkularis diszfunkci6 kialakulasaban diabetes

mellitusban.
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5.2. A magas gliikoz koncentrdcio hatdsa a vazizom mikroerek vazomotor miikédésére

Korabbi vizsgalatokban Kimutattak, hogy a magas glilkoz koncentracio karositja az
aramlas-medialta endothel-fliggd vazodilataciot és a kiilonboz6 endothel-fiiggd agonistak altal
kivaltott vazodilataciot, ezaltal hozzéajarulva a kardiovaszkularis betegségek kialakulasahoz
[138-142]. A magas gliikoz koncentracio hatasara 1étrejovo elvaltozasok kialakulasaért tobb
molekularis mechanizmust tesznek feleldssé, tobbek kozott a polyol utat, a fehérjék nem
enzimatikus glikaciojat (elérehaladott glikacios végtermékek: AGE-advanced glycation end
products), a HBP utvonalat és a Protein kinaz C (PKC) aktivaciot [143]. A polyol ut
feltételezhetden a fokozott oxidativ stressz kovetkeztében fejti ki karos hatdsat, ugyanis az
aldoz reduktaz, mely a glikozt szorbitolld alakitja, depletdlja a sejt NADPH tartalmat, s ezen
keresztiil a redukalt glutationt is, igy az egyenstly az oxidativ iranyba mozdul el [144]. Az
AGE képzés mind sejten beliil, mind extracellularisan olyan nem-specifikus glikalt fehérjéket
eredményez, melyek kozvetleniil vagy kozvetve, jelatviteli folyamatokat beinditva jarnak
karos kovetkezményekkel [145, 146]. A glikéz ugyszintén ndveli de novo a diacil-glicerol
(DAG) szintjét, mely a PKC aktivalasdhoz vezet. A PKC szamos folyamat beinditdja,
novekedési faktorok termelédését serkenti (VEGF, transzformald novekedési faktor-S [TGF-
S]), NAD(P)H oxidazon keresztiil noveli a szabadgyokok mennyiségét, valamint csokkenti az
eNOS aktivitasat [147]. A HBP megemelkedett fluxusa hiperglikémia kovetkeztében a
fehérjék szerin és treonin oldallancainak O-GIcNAC glikozilacidjat eredményezi. Tartosan
magas gliilkdz-expozicid az egyensulyt a fokozott glikozildcid irdnydba tolja el, amely
kiilonboz6 koros folyamatok beinditdsdhoz vezet.

Jelen kutatdsaimban ezért a magas gliikéz koncentracid vazizom arterioldk vazomotor
milkodésére gyakorolt hatdsat tanulmanyoztam. Tovabba, vizsgiltam az -elvaltozasok
hatterében 4ll6 endothel- és simaizom sejtek altal kozvetitett mechanizmusokat is.

Kisérleteinkben azt talaltuk, hogy a patkény gracilis vazizmabol izolalt arterioldkban a magas
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gliik6z koncentracié hatdsdra a hisztamin altal kivaltott dilatacié teljes mértékben gatlodott,
Osszehasonlitva a kontroll csoporttal. A hisztamin altal kivaltott dilatacié endothel-fliggd, Hi
receptoron keresztiil medialt [148, 149]. A hisztamint valasztottuk az eNOS miikddésének
vizsgalatara magas gliikoz koncentracid esetén, mivel kordbban kimutattuk, hogy az L-
NAME-nek jelentds gatld hatdsa van a hisztamin altal kivaltott vazodilataciora a gracilis
arteriolan, amely a NO stlyozott szerepére utal [150]. Tovabba, vizsgaltuk az ACh (szintén
endothel-fiiggd vazodilatator) altal kivaltott vazodilataciot, de ebben az esetben a magas
gliikoz koncetracidju oldatban tortént kezelésnek nem volt hatdsa az ACh valaszra. Az
altalunk vizsgalt vazizom mikroerekben az acetilkolin véalaszt csupan kismértékben kozvetiti a
NO ¢és legnagyobb részben a valaszt az un. endothel-dependens hiperpolarizaldé faktor
(EDHF) medialja. Ismert, hogy az EDHF valasz kialakitasdban feltehetSleg egyéb K
csatornak, igy az intermedier konduktanciaji K* csatornak (IKca), és lassu konduktanciaji K
csatornak (SKcy) jatszanak szerepet. Munkacsoportunk kordbban kimutatta az acetilkolin altal
kivaltott vazodilatacio szignifikans csokkenését apamin és TRAM-34 (SKc, és IKc, csatorna
blokkolok) jelenlétében patkany gracilis arteriolakon [150, 151]. Annak alapjan, hogy az
acetilkolin valasz csak kismértékben csokkent a magas glilkdézzal kezelt vazizom
mikroereiben arra kovetkeztetiink, hogy az EDHF valasz, illetve az azt kialakité K* csatorna
aktivacid megtartott lehet és kevésbé érzékeny a magas gliikkdz szintre.

A magas gliikoz kezelés hatdsira kialakult karosodott hisztamin indukalta vazodilatacio
megelézhetd volt a HBP utvonal egyik sebesség-meghatarozd enzimének, a GFAT-nek
(amely a fruktoz-6-foszfatot alakitja gliikkozamin-6-foszfattd) a gatlasaval azaserinnel, ami az
O-GIlcNAc tipusu glikozilacio jelentdségére utal ebben a folyamatban. Ennek aldtdmasztasara
a GFAT enzimet kikerilé gliikozaminnal torténé inkubacié szignifikdnsan csokkentette a
hisztamin altal kivaltott vazodilataciot, azonban az azaserinnel torténd inkubacié nem javitotta

a karosodott vazodilataciot a magas gliik6z koncentracioji csoporttal dsszehasonlitva. Ennek
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oka: a HBP utvonal fluxusa emelhet6 gliikozamin exogén adasaval, amely a gliikdz transzport
rendszeren Keresztiil bejutva a sejtekbe, hexokinazok segitségével glikozamin-6-foszfatta
alakul, ezaltal hozzajarul az UDP-GIcNAc szint emelkedéséhez és a kovetkezményes O-
GlcNAc fehérje glikozilaciohoz a GFAT enzim megkeriilésével. Az endothel fliggetlen, direkt
NO donor (SNP) vazodilatator hatasaban nem talaltunk kiilonbséget a kontroll erekhez
viszonyitva, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a vaszkularis simaizom NO érzékenysége
nem valtozik magas gliikoz koncentracid6 hatdsara. Hasonld eredményeket mutattak ki
fruktozzal etetett inzulin rezisztens patkanyok a. cerebri mediajaban, ahol csokkent mértéki
endothel-fiiggd vazodilataciot talaltak, mig az endothel fliggetlen SNP-kivaltott dilatacié nem
kiilonb6zott a  kontroll csoporthoz viszonyitva [152]. A simaizom sejteken hatd
vazokonstriktor norepinefrin és szerotonin hatasaban szintén nem talaltunk kiilonbséget a
kontroll és a magas gliikoz csoport kozott. Azonban rendelkezésre allnak olyan tanulmanyok,
ahol streptozotocinnal kezelt patkanyokban a norepinefrin [153] és a hisztamin [154] altal
kivaltott konstrikci6 csokkenését talaltdk. A funkcionalis eredményekkel Osszhangban, a
fehérjék fokozott O-GIcNAc tipusu glikozilaciojat talaltuk a magas glikozzal és
glikozaminnal kezelt vazizom arteriolakban a kontroll csoporthoz képest. Ismert, hogy
reciprok kapcsolat van a foszforilacio és az O-GICNAC glikozilacio kozott — tekintettel arra,
hogy a foszforilaciét végzd kindzok ugyancsak a szerin/treonin kothelyeket célozzék. A
Ser1177 hely foszforildltsaga az endothelidlis nitrogén-monoxid szintdz enzimen annak
aktivaciojahoz vezet. A magas gliikkozzal kezelt femoralis artériakban szignifikansan csokkent
az eNOS foszforilaltsagi allapota a Ser1177 helyen a kontroll csoporthoz hasonlitva.
El6zbéekben, magas gliikoz koncentracionak kitett sertés aorta endothelsejteken kimutattak az
eNOS Ser1177 helyének a gatolt foszforilaciojat és Th495 (inhibitor hely, ha foszforilalt az
eNOS inaktivaciojahoz vezet) defoszforilaciojanak csokkenését bradykinin hatasara [155].

Ezért lehetséges, hogy a fehérjék O-GIcNAc tipust glikozilacidja interferdl mind az
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aktivacios, mind az inhibitor helyekkel az eNOS enzimen [156]. Kiilonb6z6 irodalmi adatok
az eNOS Thr495 oldallancanak valtozatlan foszforilaltsagi szintjét irtak le fokozott O-
GlcNAc glikozilaci6 esetén. Musicki és munkatarsai alloxannal indukalt diabetikus patkanyok
peniszében valtozatlan, a kontrollhoz hasonldo Thr495 foszforilaltsagi allapotot mutattak ki.
Szintén valtozatlan foszforilaltsagi szintet talaltak két tovabbi helyen, a Ser-615, 633-on,
amelynek oka strukturalis sajatsagokon is alapulhat [117]. Lima és munkatarsai PUGNAC
(O-GlcNAcase inhibitor) alkalmazasaval gatoltak az O-GIctNAC csoportok eltavolitasat a
fehérjékrol, ami utan valtozatlan maradt az eNOS Thr495 foszforilaltsaga, de a Serl1177
helyen csokkent foszforilaciot mutattak ki [157].

Osszefoglaldsként elmondhatjuk, hogy a magas gliikoz koncentracionak és
gliikozaminnak kitett patkany vézizom arteriolaiban fokozodik az érfali fehérjéknek az O-
GIcNAc tipusu glikozilacidja, ami hozzéajarul a csokkent endothel-fiiggd vazodilatacio
kialakulasdhoz hisztamin altal, feltehetéleg az eNOS aktivacios helyének, a Serll77-nek a
csokkent foszforilacioja 4ltal. Eredményeink alapjan feltételezziik, hogy a fokozodott fluxus a
HBP utvonalon keresztiil Kulcsszerepet jatszik a diabetes mellitus korai és elérehaladottabb
stadiumaban kialakulé vazomotor diszfunkcid kialakitasdban. Kisérletes eredményeink
alapjan azt gondoljuk, hogy a magas gliikdoz koncentracio és kovetkezményes fehérje
glikozilacié mar a diabetes korai szakaszaban karositja az endothel dilatator miitkodését, mig a
simaizom szabdlyozdsdban szerepet jatsz6 mechanizmusok megtartottak maradhatnak.
Felvet6dé tovabbi kérdések, hogy az O-GIcNAc fehérje glikozilacio in vivo hogyan
befolyasolja a rezisztencia erek vazoreaktivitasat ¢és, hogy ezen mechanizmusok
hozzajarulhatnak-e a vaszkularis rezisztencia fokozodéasdhoz és a hipertonia kialakulaséhoz,

valamint a diabetes mellitus egyéb kardiovaszkularis szovédményeihez.
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6. OSSZEFOGLALAS

A diabetes mellitusban a rezisztencia erek vazomotor miikodése megvaltozik, aminek
természete és a hatterében allo pontos korélettani mechanizmusok nem kelléen ismertek.
Kutatasainkban ezért célul tiiztiik ki, hogy szivsebészeti miitéten atesett, DM-ban szendved6
betegekbdl szarmazo, izolalt koronaria mikroerek segitségével vizsgaljuk a rezisztencia erek
endothel- és simaizom-fiiggé vazomotor miitkodésének elvaltozasait. Tovabba, vizsgaltuk a
magas gliikoz koncentracio és glikdzamin mikroér vazomotor miikodésre gyakorolt hatsat,
€s a mogotte all6 mechanizmusokat. A kutatisaink soran az alabbi 1j megallapitasokat tettiik:
1) a szivmiitétb6l szarmazo koronaria erek miikodése karosodik mind a diabeteses és nem
diabeteses betegekben, azonban 2) a diabeteses betegekbdl izolalt koronaria arteriolak arginaz
gatlod kezelés hatasara, vagy L-arginin adasara jelentOs javulast mutattak az endothel-fiiggd
agonista (ACh) altal kivaltott vazodilatacioban a nem diabeteses betegekhez viszonyitva.
Ezek alapjan feltételezziik, hogy az arginaz fokozott expresszidjanak szerepe van a koronaria
arteriolak karosodott miikodésében DM-ban. Kisérleteink mas részében azt talaltuk, hogy 3) a
magas glilkoz vagy glilkézamin kezelés gatolta a hisztamin altal kivaltott vazodilataciot a
vazizom arteriolaiban, aminek a hatterében a hexdzamin bioszintézis itvonal fokozott fluxusa
kovetkeztében 1étrejové fehérje glikozilacid all, amely gatolja az eNOS foszforilacidjat és
ezaltal annak aktivaciojat, hozzajarulva a vazomotor miikddési zavar kialakulasahoz.
Eredményeink alapjan feltételezziik, hogy a kardiovaszkularis betegségekben kialakuld
vazomotor funkciozavar kialakulasaban az érfali fokozott arginaz expresszid kulcsszerepet
jatszik a diabeteses betegekben. Valamint, a diabetesre jellemz6 magas glitkoz szint hatasara
fokozodik a fehérjék glikozilacidja, ami hozzajarulhat a DM korai és elérehaladottabb
szovodményeinek a kialakuldsdhoz. Mindezen eredmények felvetik, hogy az argindz 1 és a
HBP gatlasanak, vagy L-arginin adasanak potencialis szerepe lehet a diabetes mellitussal

tarsuld korképek kezelésében.
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6. SUMMARY

It is well known that resistance vessel vasomotor function is impared in diabetes
mellitus, however, the underlying mechanisms are not completely understood. Therefore, we
aimed to study the vasomotor function in isolated human coronary arterioles in patients with
diabetes mellitus. Furthermore, we examined the effect of high glucose concentration and
glucosamine on skeletal muscle arteriolar dilations. Our key observations were the following:

1) In coronary arterioles dissected from the heart of patients with diabetes or without
diabetes, we found a diminished vasodilatation to ACh, which is not affected by the inhibition
of NO synthesis.

2) Impairment of endothelium-mediated vasodilation was restored by prior incubation
with an arginase inhibitor or L-arginine in patients with diabetes, but it had no effect on
coronary arterioles from non-diabetic patients. These findings suggest that in the coronary
arterioles of patients with diabetes, arginase 1 is upregulated, which interferes with NO-
mediated vasomotor responses.

3) In the subsequent experiments, we found an increased flux through the hexosamine
biosynthetic pathway, which leads to enhanced protein O-GIcNAcylation of eNOS under high
glucose or glucosmaine condition, which consequently interferes with NO-dependent
arteriolar dilation.

Based on our findings we believe that the increased protein expression of arginase 1 in
diabetes mellitus plays a key role in the development of endothelial dysfunction in human
coronary arterioles. Furthermore, an increased glucose concentration may lead to augmented
glycosylation of various proteins that contribute to the development of diabetic complications.
We believe that different inhibitor agents acting on arginase 1 or hexosamine biosythetic
pathway or supplementation of L-arginine may play a potential role in the future treatment of

diabetes-associated microvascular dysfunction.
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Beleznai T, Feher A, Spielvogel D, Lansman SL, Bagi Z. Arginase 1
contributes to diminished coronary arteriolar dilation in patients with diabe-
tes. Am J Physiol Heart Circ Physiol 300: H777-H783, 201 1. Hrst published
Jammary 7, 2011; doi:10.1152/ajpheart. 00831.2010.—Arginase 1, via com-
peting with nitric oxide (NO) synthase for the substrate L-arginine,
may interfere with NO-mediated vascular responses. We tested the
hypothesis that arginase 1 contributes to coronary vasomotor dysfunc-
tion in patients with diabetes mellitus (DM). Coronary arterioles were
dissected from the right atrial appendages of 41 consecntive patients
with or without DM (the 2 groups suffered from similar comorbidi-
ties), and agonist-induced changes in diameter were measured with
videomicroscopy. We found that the endothelium-dependent agonist
ACh elicited a diminished vasodilation and cansed consiriction to the
highest ACh concentration (0.1 pM) with a similar magnitude in
patients with (18 = 8%) and without (17 = 9%) DM. Responses to
ACh were not significantly atfected by the inhibition of NG synthesis
with NG-nitro-L-arginine methyl ester in either group. The NO donor
sodium nitroprusside-dependent dilations were not different in pa-
tients with or without DM. Interestingly, we found that the presence
of N®-hydroxy-L-arginine (10 pM), a selective inhibitor of arginase or
application of L-arginine (3 mM), restored ACh-induced coronary
dilations only in patients with DM (to 47 * 6% and to 40 = 19%,
respectively) but not in subjects without DM. Correspondingly, the
protein expression of arginase 1 was increased in coronary arterioles
of patients with DM compared with subjects without diabetes. More-
over, using immunocytochemistry, we detected an abundant immu-
nostaining of arginase 1 in coronary endothelial cells of patients with
DM, which was colocalized with NO synthase. Collectively, we
provided evidence for a distinct upregnlation of arginase 1 in coronary
arterioles of patients with DM, which contributes to a reduced NO
production and consequently diminished vasodilation.

coronary microvessel; endothelium; endothelial nitric oxide synthase

PATIENTS WITH DIABETEs exhibit endothelial dysfunction, which
is characterized by an impaired flow- and acetylcholine (ACh)-
induced, endothelium-dependent relaxation of brachial artery
(8) and forearm resistance vessels (36). Kaneda et al. (17)
performed a study in which 165 patients underwent intracoro-
nary injection of ACh and found that diabetes was the strongest
predictor for ACh-induced vasospasm, a response that indi-
cates coronary endothelial dysfunction. This and other studies
indicated that diabetes is also associated with an impaired
dilator function of coronary arteries, and this is manifested and
measured as a reduced vasodilator or even vasoconstrictor
response to ACh (5, 23). Our previous studies have demon-
strated that coronary arterioles isolated from animals with

Address for reprint requests and other correspondence: Z. Bagi, Dept. of
Physiology, New York Medical College, Valhalla, NY 10595 (e-mail:
zsolt bagi@nymc.edu).
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experimental diabetes also exhibit impaired ACh-induced di-
lation, which is primarily due to the reduced synthesis and/or
availability of nitric oxide (NO) (1, 2, 9, 16). The exact
mechanism(s) responsible for the diminished NO production in
human diabetes is still incompletely understood.

L-Arginine, the substrate for NO synthase, is the precursor
for NO synthesis in the vascular endothelinm. Experimental
and also human studies have indicated that the administration
of r-arginine could improve NO bioavailability in coronary
arteries (12). Intracoronary infusion of r-arginine in patients
with coronary artery disease attenuated the vasoconstrictor
response to intracoronary ACh and increased coronary blood
flow (6). Lerman et al. (19) studied the effect of the long-term
administration of L-arginine (9 g/day) on patients with nonob-
structive coronary disease and found a markedly improved
coronary vasodilator response to ACh. It is known that the K,
of NO synthase for L-arginine is 2.9 pM and the intracellular
concentrations of L-arginine range from 0.1 to 1.0 mM; thus in
these studies it was surprising that the administration of r-argi-
nine is associated with an increased bioavailability of NO, the
arginine paradox. Interestingly, recent studies suggested an
attractive hypothesis, namely, that arginase 1, the focal enzyme
of the urea cycle hydrolyzing r-arginine, interferes with NO
synthesis and may contribute to the development of vascular
disease (7). Recently, Zhang et al. (40) demonstrated that in
pigs with experimental hypertension, NO-mediated dilation of
coronary arterioles is reduced because of an increased argi-
nase-1 activity, which limited r-arginine availability to NO
synthase. A study by Romero et al. (31) showed that increased
arginase-1 activity contributes to a diminished NO-mediated
response in coronary arteries of diabetic rats. Experimental
evidence supporting the contribution of arginase 1 to dimin-
ished coronary dilation is lacking in human diabetes.

Accordingly, in this study we set out to characterize altera-
tions in endothelium-dependent coronary arteriolar responses
and the contribution of arginase 1 in this process in patients
with diabetes mellitus (DM). Thus changes in the diameter of
coronary arterioles were monitored before and after the phar-
macological-interfering r-arginine/NO pathway and arginase
1. Protein expression and localization of arginase 1 was also
detected to furnish further evidence for an upregulated arginase
1 in human coronaries.

METHODS

Patient characteristics. All protocols were approved by the Insti-
tutional Review Board at New York Medical College, Valhalla, New
York. Consecutive patients who underwent cardiac surgery were
enrolled into this study. Patients were divided into two groups with or
without documented diabetes.
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Isolation qf coronary arterioles. With the use of microsurgical
instruments and a stereomicroscope (Nikon SMZ 1000; Nikon Instru-
ments, Melville, NY), the coronary arteriole (~1 mm in length) from
the right atrial appendage was isolated and cannulated, as previocusly
described (34). Briefly, the cannulated artericle was connected with
silicone tnbing to a pressure servo control system (Living Systems
Instrumentation, Burlington, VT) to set the intraluminal pressure to 80
mmHg, Changes in artericlar diameter were continucusly recorded
with a CCD camera (CFW1310; Scion, Frederick, MD), connected to
a microscope (Eclipse 80i; Nikon Instruments, Melville, NY) and
measured with a microangiometer (Texas Instruments, Dallas, TX).

Experimenial protocols. During an incubation period of 1 h, a
spontaneous myogenic tone developed in the isolated coronary arte-
riole in response to the intraluminal pressure of 80 mmHg. In the first
series of experiments, cumulative concentrations of the endothelium-
dependent agonist ACh (0.1 nmol/1- 0.1 jumol/l) and the endothelium-
independent dilator sodium nitroprusside (1 nmol/I-1 pmol/l) were
administered to the arterioles and changes in diameter were measured.
The same protocols were repeated in the presence of NC-niiro-1-
arginine methyl ester (L-NAME, 10 pmol/l for 30 min), an inhibitor
of the NO synthase. Arterioles were also incubated in the presence of
NChydroxy-L-arginine (L-NOHA), a selective inhibitor of arginase
(10 pmol/l for 30 miny (14) or L-arginine (3 mmeol/l for 30 min), and
agonist-induced arteriolar responses were obtained again.

Immunoblots. Coronary arterioles, same-sized microvessels as used
in the functional experiments, were dissected from the hearts of
patients with (# = 5) and without (n = 5) diabetes, cleared of
connective tissue, and briefly rinsed in ice-cold physiclogical salt
solntion. Protein elecirophoresis and immunoblot analysis were car-
ried out as previously described (16). Briefly, single coronary arteri-
oles were homogenized in 20 pl of radicimmunoprecipitation assay
buffer and mixed with an equal amount of Laemmli sample buffer.
The total amount of homogenates was then loaded to the gel for
electrophoresis, without further quantifying the actnal protein concen-
trations. After blotting, a goat polyclonal antibody was used for the
detection of the protein expression of arginase 1 (dilution, 1:1,000).
Membranes were also reprobed with anti-B-actin IgG (dilution,
1:5,000) to normalize for loading variations in protein concentrations.
Corresponding horseradish peroxidase-labeled secondary antibodies
were used, and enhanced chemiluminescence was visualized autora-
diographically. The optical density of the bands was measured and
normalized for B-actin by using Naticnal Institutes of Health (NIH)
Image] software.

Immunocytochemistry for colocalization. To visualize individual
endothelial cells, after longitudinal cutting, en face coronary artericles
from patients with or without diabetes (n = 4 in each group) were
prepared. Acetone-fixed preparations were simultaneously immuno-
labeled with a monoclonal mouse anti-arginase-1 primary antibody
(dilution, 1:100) and a polyclonal rabbit endothelial NO synthase
(eNOS) primary antibody (dilution, 1:100). Subsequent fluorescent
labeling was performed with Alexa 488-labeled anti-rabbit or Alexa
597-labeled anti-mouse secondary antibodies. 4,6-Diamidino-2-phe-
nylindole (DAPI) was used for nuclear staining. For nonspecific
binding, the primary antibody was omitted. With the use of a X100 oil
immersion objective (numerical aperature, 1.4), individual endothelial
cells were visualized in the en face vascular preparation. Images were
collected from multiple endothelial cells (at least 5 cells from 3
different regions from each vessels) with an electron-multiplying
CCD camera (Luca®™-S, Andor, Belfast, UK), connecied to an
Olympus BX61 microscope (Olympus America, Center Valley, PA).
Merged RGB images were generated with NIH Imagel software, and
representative images are shown.

Drugs and chemicals. All dmgs, chemicals, and antibodies were
purchased from Sigma (St. Louis, MO) with the exception of anti-p-
actin IgG (Abcam, Cambridge, UK), polyclonal rabbit eNOS primary
antibody (BD Bioscience, Rockville, MD), Alexa 488-labeled anti-
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rabbit and Alexa 597-labeled anti-mouse secondary antibodies (Invit-
rogen; Carlsbad, CA).

Data analysis. Statistical analyses were performed using GraphPad
Prism Software (version 5.00 for Macintosh, San Diego, CA). All
pertinent risk factors were examined by Fisher exact test, and contin-
uous variables were examined by Student’s f-test between the two
patient groups. Agonist-induced artericlar responses were expressed
as changes in arteriolar diameter as a percentage of the maximal
dilation, defined as the passive diameter of the vessel at 80-mmHg
intraluminal pressure in a Ca®*-free medium, as previously described
(34). Statistical analysis of agonist-induced vascular responses was
performed by repeated-measures ANOV A, followed by Tukey’'s post
hoe test. P <2 0.05 was considered statistically significant. Data ate
expressed as means * SE.

RESULTS

Clinical data. Clinical data are presented in Table 1. The
mean age was 58 * 12 yr in patients without diabetes and 64 =
10 yr in patients with diabetes. As analyzed by Fisher exact
test, there was no significant difference in sex, other comor-
bidities, and the surgical procedures between the two groups
(Table 1). All patients with DM (including 5 patients with type
1 and 15 patients with type 2 DM) were on antidiabetic
medication (insulin and/or oral antidiabetic drugs, Table 1).

Vasomotor responses of human coronary arferioles. In iso-
lated coronary arterioles, a spontaneous tone developed in
response to 80 mmHg intraluminal pressure, and there were no
significant differences between the active (non-DM, 106 = 9
wm; and DM, 97 + 12 pm) and passive (in Ca® " -free solution:
non-DM, 131 = 11 pm; and DM, 133 = 17 pm) diameters.

We found that in coronary arterioles, ACh (1 nM-0.1 pM)
elicited diminished dilations, and it caused significant constric-

Table 1. Patient demographics, diseases, and medications

DM - DM+
n 21 20
Men 14 10
Age, yr 58 +12 64 = 10
Underlying disease, n
Type 1 diabetes 0 5
Type 2 diabetes 0 15
Hy pertension 17 18
Hy percholesterolemia 13 10
Coronary artery disease 9 16
Angina 10 15
Premyocardial infarction 2 7
Peripheral vascular disease 0 3
Heart failure 0 4
Valve disease 13 &
Medications, n
Aspirin 11 13
Lipid lowering 15 13
Insulin 0 8
Oral antidiabetics 0 15
B-Blockers 16 16
ACE inhibitor 13 18
Diuretics 10 10
Anticoagulants 13 10
Caleium-channel blockers 6 4
Surgical procedures, %
Coronary artery bypass graft 7 11
Valve replacement 13 7
Other causes 1 2

Data are means = SD; s, number of patients studied without (—) or with (+)
diabetes mellitus (DM). ACE, angiotensin-converting enzyme.
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tions in response to the highest (0.1 pM) concentrations of
ACh with similar magnitude in patients with or without DM
(Fig. 14). The NO synthesis inhibitor .-NAME had no effect
on these responses in either group of arterioles (Fig. 1B). The
NO donor sodium nitroprusside-induced dilations were also
similar in magnitude in coronary arterioles isolated from pa-
tients with or without DM (Fig. 1C).

In separate experiments coronary arterioles were incubated
with NC-hydroxy-L-arginine (L-NOHA, 10 pM), a selective
inhibitor of arginase. L-NOHA had no significant effect on the
basal diameter of arterioles (after incubation with 1-NOHA,
arteriolar diameter was 98 += 10 and 91 * 7 pm in patients
without and with DM, respectively). We have found that in the
presence of L-NOHA, ACh elicited significant dilation in coro-
nary arterioles of patients with DM, but it had no effect on
diminished coronary responses in patients without DM (Fig. 24).
Similarly, we found that in arterioles of patients with DM, the
application of r-arginine (3 mM) restored vasodilation to ACh,
but it had no affect on the diminished responses of vessels
obtained from patients without diabetes (Fig. 2B). .-Argin-
ine incubation increased basal diameters in both groups
(after incubation with rL-arginine, arteriolar diameter was
112 = 9and 113 *+ 14 pm in patients without and with DM,
respectively).

Expression of arginase I in human coronary arterioles.
Protein expression of arginase 1 was detected by Western
blot analysis in coronary arterioles isolated from the atrial
appendages of patients with and without DM. We have
found an increased arginase-1 expression in the coronary
arterioles of patients with DM compared with subjects
without DM (Fig. 34).

With the use of fluorescence microscopy and immunocyto-
chemistry approaches, the protein expression of eNOS and
arginase 1 was also detected in endothelial cells in coronary
arterioles of patients with or without DM. Arginase-1 immu-
nostaining was prominent in the coronary endothelium of
patients with DM, and arginase 1 was less abundantly ex-
pressed in those arterioles of subjects without DM. Impor-
tantly, we have found that arginase-1 immunostaining was
colocalized with eNOS in the endothelial cells of coronary
arterioles of patients with DM but not in subjects without DM
(Fig. 3B).

DISCUSSION

This study demonstrates that in the coronary arterioles of
patients with diabetes, arginase 1 is upregulated, which inter-
feres with NO-mediated vasomotor responses. This conclusion
is supported by the findings that in coronary arterioles dis-
sected from the heart of patients with diabetes, ACh elicits a
diminished vasodilation, which is not affected by the inhibition
of NO synthesis, but it is restored by prior incubation with an
arginase inhibitor or L-arginine. When compared with those of
subjects without diabetes, coronary arterioles from patients
with diabetes exhibit an increased protein expression of argi-
nase 1, which is colocalized with eNOS in endothelial cells.

Although acute and chronic ischemic syndromes are com-
monly due to coronary flow-limiting atherosclerotic plaques in
epicardial coronary arteries, about 10 to 20% of patients with
prominent cardiac symptoms, and therefore undergoing cardiac
catheterization, are found to have normal coronary angiograms
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Fig. 1. Changes in diameter of coronary arterioles isolated from patients
without diabetes mellitus (DM —, 7 = 11) and patients with DM (DM +, r =
10) in response to cumulative concentrations of ACh in the absence (4) orin
the presence (B, n = 6 in each group) of nitrc oxide synthesis inhibitor
NS-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME). Changes in diameter of coronary
arterioles isolated from subjects without (DM—, n = 9) and with diabetes
(DM+, 7 = 8) in response to cumulative concentrations of sodium nitroprus-
side (SNP; C) are shown. Data are means * SE. *P <X 0.05, significant changes
in diameter from the baseline diameters on A and B.
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Fig. 2. Changes in diameter of coronary arterioles isolated from patients without
(DM —) and with (DM +) diabetes in response to cumulative concentrations of
ACh before and after incubation with N®-hydroxy-L-arginine (L-NOHA, n = 5-5;
A) or with L-arginine (L-Arg, # = 6-6; B). Data are means = SE. *F < 0.05,
significant differences in the diameter changes before and after incubation with
L-NOHA or L-Arg.

{(4). Nitenberg et al. (25) have demonstrated that coronary
dilation is impaired in patients with diabetes with angiographi-
cally normal coronaries (25). The coronary flow reserve, as
defined by the ratio of coronary flow under maximal drug-
induced vasodilation to coronary flow under resting conditions,
is reduced in patients with diabetes in the absence of significant
stenosis of epicardial coronary arteries (26). Thus it is clear
that epicardial atherosclerosis may not be the only underlying
mechanism resulting in disturbed myocardial perfusion in
patients with diabetes, but an important pathological role for
functional alterations of coronary microvessels can also be
assigned (24, 26). The underlying mechanism(s) of coronary
arteriolar vasomotor dysfunction remains incompletely under-
stood in patients with diabetes, so that effective preventive
therapeutic strategies cannot be adopted in patients with DM.

The vascular endothelium produces and secretes numerous
compounds that regulate a variety of physiological functions,
including vasomotor tone, coagulation, inflammation, permea-

ARGINASE 1 IN HUMAN CORONARY

bility, and cell adhesion (37). Among others, NO is considered
to be one of the key molecules in maintaining normal vascular
homeostasis, and it is a major contributor to maintain adequate
coronary microvascular tone (20). Solid experimental evidence
indicates that diabetes is associated with impaired bioavailabil-
ity of NO both in conduit vessels and resistance arteries (10,
13, 30, 33). In this study we have found that the inhibition of
NO synthesis did not affect ACh-induced coronary vasomotor
responses both in patients with or without diabetes. In this
context, earlier we have found that coronary arterioles obtained
from a small number of young individuals (undergoing only
valve surgery and had no sign of coronary artery disease, such
as patients with Marfan syndrome) develop vasodilation (max-
imum, ~60%) in response to ACh (1077 M), a response that
was diminished by a subsequent inhibition of NO synthesis
with .-NAME (Z. Bagi, unpublished observation). Collec-
tively, these aforementioned indicate that the coronary arteri-
oles of patients involved in the current study lack NO media-
tion of ACh-induced vasomotor responses and suggest that
patients with various other comorbidities already exhibit a
compromised availability of NO, regardless of the presence or
the absence of diabetes. On the other hand, our finding that the
NO donor sodium nitroprusside-induced dilations were similar
in the two groups indicates an intact downstream, soluble
guanylate cyclase and cGMP-dependent signaling and shows a
maintained ability of coronary vessels to dilate in response to
the endothelium-independent agonist in both patient groups.

Oxidative stress has been proposed to be responsible for the
diminished availability of NO in diabetes (5). In patients with
diabetes, the administration of the antioxidant vitamin C pre-
vented the decreases in methacholine-induced brachial artery
dilations (3). However, other studies failed to demonstrate any
significant beneficial effect of antioxidant therapy in the pre-
vention of diabetes-induced vascular complications (21, 22).
For example, vitamin-E supplementation for 8 wk did not
improve the reduced ACh- and bradykinin-induced dilations of
brachial arteries in patients with diabetes (11). We have also
found earlier that the administration of the superoxide dismu-
tase did not prevent the dilation of skeletal muscle arterioles
isolated from diabetic rats (1). These aforementioned observa-
tions raised questions about the direct and only role for oxida-
tive stress in diabetes-related vascular dysfunction. It is known
that an adequate level of substrates and cofactors for NO
syntheses, such as r-arginine (7) and tetrahydrobiopterin
(BH,), is essential for NO synthesis (35, 38) and NO-mediated
vasodilation (1). Diabetes has been shown to interfere with the
availability of these cofactors, thereby leading to a diminished
NO synthesis. To provide experimental evidence for this sce-
nario, Thlemann et al. (15) demonstrated that in healthy hu-
mans, oral glucose challenge-induced reduction in forearm
blood flow is restored by pretreatment with BH, (15). A
coinfusion of BH4 and r-arginine into the forearm of patients
with diabetes prevented ischemia-reperfusion-induced endo-
thelial dysfunction in the brachial artery (32). Oral v-arginine
administration alone also improved brachial artery relaxation
in women with diabetes (29). Thus it seems established that
diabetes leads to impaired NO synthesis via interfering with the
availability of eNOS cofactor BH,. Furthermore, the availabil-
ity of the NO synthase substrate r-arginine seems also com-
promised in diabetes, which has been demonstrated in early
investigations in diabetic animals (27, 28).
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However, the beneficial effect of L-arginine supplementation
seemed controversial in light of the known K, value of NO
synthase for L-arginine, which is 2.9 uM, and the intracellular
concentrations of L-arginine can range from 0.1 to 1.0 mM, the
arginine paradox. Interestingly, recent studies suggested that
arginase, the focal enzyme of the urea cycle, may reduce
L-arginine concentration in the close proximity of NO syn-
thase, hence limiting NO synthesis (7). In this context, Romero
et al. (31) demonstrated that increased arginase-1 activity leads
to a reduced availability of r-arginine to NO synthase in
coronary arteries of diabetic rats. In agreement with this
observation and extending those toward human diabetes, in this
study we have demonstrated that diabetes is associated with an
increased expression of arginase 1 in the coronary arteriolar
wall. Arginase-1 expression was abundant in endothelial cells
and was colocalized with eNOS in coronary vessels of patients
with diabetes but not in subjects without diabetes. To reveal the
functional consequence(s) of the upregulated arginase 1, we
demonstrated that the inhibition of arginase with L-NOHA
caused a restoration of endothelium-dependent agonist-in-
duced dilation in coronary arterioles of patients with diabetes.
It should be noted that the arginase inhibitor L-NOHA does not
have selectivity toward arginase isoforms (arginase 1 vs. argi-
nase 2). Thus the functional role for arginase 2 in the devel-
opment of coronary vasomotor dysfunction in patients with
diabetes cannot be entirely excluded. In this regard, a previous
study has found that an increased expression of arginase 2 may
lead to a decreased NO synthesis in pulmonary endothelial

DM (+)

. A, top: Western blot analysis of the
sion of arginase 1 (Arg 1) in coronary
arterioles isolated from the atrial appendage of
patients with (n = 5) and without (n = 5) DM.
Anti--actin was used to normalize for loading
variations. A, bottom: summary of normalized
densitometric ratios. Data are means * SE.
B: representative images of individual endothe-
lial cells (X100, 1.4 numerical aperature objec-
tive) on acetone-fixed, en face coronary arteries
obtained from patients without (DM—, n = 4;
left) or with (DM+, n = 4; right) DM. Cells
were immunolabeled with primary antibodies
against endothelial nitric oxide synthase
(eNOS) and Arg 1. Fluorescent labeling of
anti-eNOS was performed with Alexa 488 sec-
ondary antibody (shown in green) and Alexa
597 antibody (shown in red) for anti-Arg 1.
4.6-Diamidino-2-phenylindole  (DAPI) was
used for nuclear staining (shown in blue). Co-
immunostaining is shown in orange/yellow in
the merged images; cells represent 5 cells from
3 different regions in each patient.

cells of patients with pulmonary arterial hypertension (39). The
pathological role of arginase isoforms in diabetes-related cor-
onary microvasular dysfunction has yet to be elucidated.
Moreover, the underlying mechanism(s) leading to selective
upregulation of arginase 1 in coronary arterioles in patients
with diabetes also remains unclear. It is known that insulin
suppresses the expression and activity of enzymes of the urea
synthesis pathway. Since insulin signaling can be impaired in
diabetes (a majority of patients in this study had type 2 diabetes
and likely exhibit insulin resistance), it is possible that the
failure of insulin regulatory action contributes to the upregu-
lations of arginase 1. Because of the limited number of patients
with type 1 diabetes in this study, we have not analyzed the
difference in the vasomotor function and arginase-1 expression
between type 1 and type 2 diabetes, and we were also not able
to statistically distinguish between responses that were ob-
tained in patients receiving insulin supplementation or were on
insulin sensitizer medication. Further studies are warranted to
ascertain the role of insulin, insulin sensitization, and other
pathological factors that could contribute to increased argi-
nase-1 expression in diabetes. Interestingly, in patients without
diabetes but suffering from other cardiovascular diseases and
other comorbidities, arginase inhibition and also L-arginine
supplementation failed to improve coronary dilation, suggest-
ing that mechanism(s) other than the upregulated arginase can
be responsible for the diminished ACh-induced response. We
could only speculate whether in patients without diabetes an
increased level of endogenous NO synthase inhibitor asymmet-
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ric dimethylarginine (18) or perhaps a decreased level of other
NO synthase cofactors, such as BH4 (15), plays also, if not
even a more significant role in this process. Nevertheless,
based on our present observation, clinical studies may reveal
whether r-arginine supplementation and/or arginase inhibition
are beneficial in the prevention and treatment of coronary
microvascular complications that are associated with diabetes
and insulin resistance. In conclusion, this study is the first to
provide experimental evidence for the pathological role of
vascular arginase 1, which contributes to the diminished, NO-
mediated coronary arteriolar dilation in patients with diabetes.
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‘We hypothesized that under high glucose conditions, activation of the hexosamine pathway leads to impaired
nitric oxide (NO)-dependent arteriolar dilation. Skeletal muscle arterioles (diameter: ~160 ym) isolated from
male Wistar rats were exposed to normal glucose (NG, 5.5 mmol/L) or high glucose concentrations {HG,
30 mmol/L, for 2 h) and agonist-induced diameter changes were measured with videomicroscopy. Western
blots were performed to identify the vascular levels of protein O-linked-N-acetyl-glucosamine (O-GlcNAc) and
phosphorylated endothelial NO synthase (eNOS). In arterioles exposed to HG, dilations to histamine were abol-

Keywords:
Hy);v;rglycemia ished compared to those exposed to NG (max: — 6+ 6% and 69+ 9%, respectively), while acetylcholine-induced
Glucosamine responses were not affected. Inhibition of NO synthesis with N°-nitro-L-arginine methyl ester {L-NAME) reduced

histamine-induced dilations in NG arterioles, but it had no effect on microvessels exposed to HG. Dilations to the
NO donor, sodium nitroprusside and constrictions to norepinephrine and serotonin were similar in the two
graups. In the presence of the inhibitor of hexosamine pathway, azaserine, histamine-induced dilations were sig-
nificantly augmented in arterioles exposed to HG (max: 67 4 2%). Moreover, exposure of vessels to glucosamine
(5 mmol/, for 2 h) resulted in reduced histamine-induced arteriolar dilations (max: 26 + 3%). The level of pro-
tein O-GlcNAcylation was increased, whereas the P-eNOS (Ser-1177) was decreased in HG exposed vessels.
These findings indicate that a high concentration of glucose may lead to glucosamine formation, which impairs
histamine-induced, NO-mediated arteriolar dilations. We propose that interfering with the hexosamine pathway

Hexosamine pathway
Diabetes mellitus
O-GleNAcylation
Microvessel

may prevent microvascular complications in diabetes.

© 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Hyperglycemia is recognized as the primary cause in the pathogene-
sis of diabetic complications, such as abnormal microvascular reactivity,
including impaired endothelium-dependent relaxation (Fulop et al,
2007a; Wells et al,, 2003 ). Elevated blood glucose concentration results
in increased intracellular glucose levels in various cell types, such as en-
dothelial cells, because they are unable to limit glucose intake (Brownlee,
2005; Dominiczalk, 2003; Gugliucci, 2000). Increased glucose concentra-
tion may lead to augmented glycosylation of various proteins that are
important in the regulation of normal cellular homeostasis (Fulop et al.,
2007b). Glycosylation is considered to be one of the key mechanisms re-
sponsible for the long-term consequences of diabetes. The O-linked en-
zymatic attachment of N-acetyl-glucosamine (0-GlcNAc) on serine and
threonine residues of nudear and cytoplasmic proteins is a specific

Abbreviations: HBP, hexosamine biosynthetic pathway; GFAT, glutamine fructose-
6-phosphate amidotransferase; eNOS, endothelial NO synthase; 0-GlcNAc, G-linked
attachment of N-acetylglucosamine; OGT, G-linked N-acetylglucosaminyl- transferase.

* Corresponding author at: Department of Pharmacology, University of Oxford,
Mansfield Road, Oxford, OX1 3QT, UK. Tel: +44 1865 271627; fax: +44 1865 271853.
E-mail address: zsolt bagi@pharm.ox.ac.uk (Z. Bagi).
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doi:10.1016/j.vph.2011.11.003

form of glycosylation, which is a highly dynamic post-translational mod-
ification process (Hart et al., 2007). An increased O-GlcNAcylation of pro-
teins is considered to be a major contributor to the etiology of various
human diseases, such as hypertension (Lima et al., 2009b} and diabetes
mellitus (Fulop et al.,, 2007a).

The level of O-GlcNAc formation is regulated, in part, by the metab-
olism of glucose via the hexosamine biosynthetic pathway (HBP} (Buse
et al,, 2002; McClain, 2002; Ngoh et al., 2010; Patti et al,, 1999; Ross et
al., 2000). HBP is highly sensitive to changes in intracellular glucose
concentration. Earlier studies in rodents have demonstrated that chron-
ically elevated flux through the HBP leads to insulin resistance and glu-
cose toxicity by hyperglycemia (Dias and Hart, 2007; Wang et al,, 2007 ).
There are two major nutrient inputs of glucose and glucosamine, and
one rate-limiting enzyme glutamine fructose-6-phosphate amidotrans-
ferase (GFAT) in the HBP (Hawkins etal., 1997; Traxinger and Marshall,
1991). It has been shown that adipocytes and muscle cells exposed to
chronic high glucose levels in the presence of insulin develop insulin re-
sistance, which can be prevented when adipocytes are incubated with a
the inhibitor of GFAT (Marshall et al, 1991; McClain et al,, 2002). An ex-
cessive flux through the HBP, results in many of the phenotypic character-
istics of diabetes (McClain, 2002}; however, the functional consequence
of O-GlcNAcylation in microvessels is not clear.
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It has been shown that hyperglycemia impairs endothelium-
dependent vasodilation in diabetic patients (Beleznai et al., 2011} and
healthy human subjects (Picchi et al., 2010). Previously, we demonstrat-
ed that in the presence of chronic hyperglycemia (experimental type 1
diabetes) (Bagi and Koller, 2003} or acute elevation of glucose concen-
tration elicits reduction of NO-mediated dilations in skeletal muscle ar-
terioles of the rat, due to the impaired synthesis of NO (Bagi et al, 2004).
The endothelial NO synthase (eNOS) is classified as a constitutive and
Ca®* jcalmodulin-dependent enzyme. In addition to changes in intra-
cellular levels of Ca?* a number of post-translational mechanisms
have been proposed to regulate eNOS activity, including phosphoryla-
tion of eNOS (Fleming and Busse, 1999). Interestingly, it has been
found that high glucose and glucosamine caused a reduction in
insulin-induced eNOS activity as a result of increased O-GlcNAcylation
in human coronary endothelial cells in culture (Federici et al, 2002).
Whether increased activation of HBP and augmented O-GlcNAcylation
by high glucose concentrations affects NO-mediated vasomotor re-
sponses in resistance arteries is not known.

In this study we have tested the hypothesis that under high glucose
conditions activation of the hexosamine pathway leads to O-
GlcNAcylation of eNOS. This mechanism may prevent phosphorylation-
dependent activation of eNOS and leads to a diminished NO-dependent
arteriolar dilation. Isolated skeletal muscle arterioles were exposed to
high glucose concentrations and agonist-induced changes in diameter
were measured with videomicroscopy before and after interfering with
NO synthesis and HBP pathway. Phosphorylation of eNOS was also
detected to provide evidence for changes in phosphorylation of eNOS at
Ser-1177, known to be associated with activation of enzyme activity.

2. Material and methods

Experiments were carried out on male Wistar rats (n= 22, weighing
~300 g). The animals were housed in the animal care facility and were
fed standard rat chow and drank tap water ad Jibitum with a 12-h
light-dark cycle. All experimental procedures were in compliance
with the European Convention for the protection of vertebrate animals
used for experimental and other scientific purposes. After overnight
fasting, the rats were anesthetized with an intraperitoneal injection of
sodium pentobarbital (50 mgkg~')} and the gracilis muscle was re-
moved. The animals were then euthanized by an additional injection
of sodium pentobarbital (150 mg kg™ ").

2.1. Measurment of diameter of isolated, cannulated and pressurized
arterioles

With the use of microsurgical instruments and an operating micro-
scope the gracilis muscle arteriole (~1.5 mm in length) was isolated
and transferred into organ chambers containing two glass micropipettes
filled with physiological salt solution (PSS}, composed of (in mm} 110.0
NaCl, 5.0 KCl, 2.5 CaCl,, 1.0 MgSQy, 1.0 KHaPO,, 5.5 glucose and 24.0
NaHC0s, equilibrated with a gas mixture of 10% 0, and 5% (O, balanced
with nitrogen, at pH 7.4. The vessels were cannulated at both ends and
the micropipettes were connected with silicone tubing to a pressure
servo control system (Living Systems Instrumentation, Burlington, VT,
USA) to set the intraluminal pressure to 80 mm Hg. The temperature
was set at 37 "C by a circulating bath temperature controller {Cole Par-
mer, Vernon Hills, IL, US.A.}. Images were collected with a digital camera
(CFW1310, Scion Corp., Fredericlk, MO, U.S.A.} connected to a microscope
(Nikon, Eclipse 80i). The internal diameter at the midpoint of the isolated
arteriole was measured offline by Image ] software (NIH Image, Bethes-
da)(Bagi et al., 2002; Koller and Bagi, 2004}.

2.2. Dilation to agonist

In the first series of experiments the gracilis muscle arterioles
were exposed to PSS that contained 5.5 mmol/L glucose. During an

incubation period of 1h at 37 °C, spontaneous myogenic tone devel-
oped in the isolated arterioles in response to the intraluminal pressure
of 80mmHg. Cumulative concentrations of the endothelium-
dependent vasodilator histamine (1 nmol/L-10 umol/L}, acetylcho-
line (Ach, 1 nmol/L-1 pumy/L) or endothelium-independent vasodila-
tor sodium nitroprusside (SNP, 1 nmol/L-1pumol/L) were
administrated to the vessels and changes in diameter were mea-
sured. Furthermore, vasoconstrictors that primarily act on smooth
muscle cells, such as norepinephrine (NE, 0.3 nmol/L-1 um/L} and sero-
tonin (5-HT, 0.1 nmol/L-1 pmol/L} were also applied. In a separate set of
experiments the vessels were incubated with 30 mmol/L glucose or
5 mmol/L glucosamine (incubation time: 2 h) to investigate changes of
agonist-induced arteriolar responses. As an osmotic control, mannitol
(25 mmol/L) was administered and histamine-induced vasodilator re-
sponse was reassessed. Histamine-induced dilations were also observed
in the presence of inhibitor of NO-synthase, L-NAME (200 umol/L, incuba-
tion for 20 min} with or without azaserine {20 umol, incubation for
20 min}, which is a glutamine analog and known to irreversibly in-
hibit fructose-6-phosphate amidotransferase (GFAT)(Liu et al.,
2007). Azaserine was also employed in glucosamine exposed arterioles
and histamine-induced responses were reassessed.

2.3. Immunoblots

Branches of famoral arteries were dissected from Wistar rats, cleared
of connective tissue. Vessels were exposed to normal and high glucose
concentrations as well as glucosamine and incubated for 2 h after
which they were snap frozen in liquid nitrogen. After the addition of
201l RIPA buffer {containing protease and phosphatase inhibitors) ar-
teries were homogenized and 20l of Laemmli sample buffer was
added (from Sigma Inc.}. Immunoblot analysis was carried out as de-
scribed before (Jebelovszki et al., 2008).

Primary antibodies were used for detection of O-GlcNAc (dilution
1:1000, CTD110.6, Convance, USA} as well as for detection of protein ex-
pression of eNOS (anti-eNOS, Transduction, dilution 1:1000) and P-
eNOS levels (anti-P-eNOS-Ser-1177, dilution 1:500, BD Bioscieses).
Anti-p-actin IgG obtained from Abcam Inc was used as loading control.
Corresponding horseradish peroxidase laballed secondary antibodies
were used and signals were revealed with chemiluminescence and vi-
sualized autoradiographically. Optical density of bands was quantified
by using NIH Image software.

24. Drugs

All salts and chemicals were purchased from Sigma-Aldrich Co. (5t
Louis, MO, US.A). All solutions were prepared in destilled water and
on the day of the experiment and final concentrations are reported.

2.5. Data analysis

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism Software
(San Diego California USA) by two-way ANOVA repeated measures fol-
lowed by Tukey's post-hoc test or Student’s t-test as appropriate. Data
are expressed as means 4+ SEM. Agonist-induced arteriolar dilations
were expressed as changes in arteriolar diameter as a percentage of
the maximal dilation defined as the passive diameter of the vessel at
80-mm Hg intraluminal pressure in a Ca? *-free medium. P<0.05 was
considered statistically significant.

3. Results
3.1. Effect of high glucose concentration on arteriolar dilations
In isolated, pressurized (80 mm Hg) gracilis muscle arterioles of the

rat, active arteriolar tone developed (~30%} in response to intraluminal
pressure without the use of any vasoactive agent. In comparison with
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Fig. 1. Percent changes in diameter of gracilis muscle arterioles in response to cumulative concentration of histamine (1 nmol/L-10 pmol/L, Panels A, C and E) and acetylcholine
(ACh, 1 nmol/L-1 pmol/L, Panels B, D and F) in the presence of normal (5.5 mmol/L) or high glucose concentrations (30 mmol/L) and in the absence or in the presence of NO
synthase inhibitor L-NAME (100 uM). Data are in means 4+ S.EM, significant differences: * P <0.05.

the control responses, histamine-induced dilations were abolished in
the presence of 30 mmol/L glucose (Fig. 1A), whilst response to another
endothelium-dependent agonist, acetylcholine (ACh) was not affected
(Fig. 1B). As an osmotic control, mannitol (25 mmol/L) was used and
found without any effects on histamine-induced vasodilation (Fig. 1).
Histamine-induced dilations were significantly reduced in the presence
of the inhibitor of NO synthase (L-NAME, 200 umol/L) (Fig. 1C}), whereas
L-NAME had no effect on high glucose-exposed vessels (Fig. 1E). L-
NAME had no effect on ACh-induced arteriolar responses either in nor-
mal (Fig. 1D} or high glucose conditions (Fig. 1F).

There were no significant differences observed in response to the
endothelium-independent vasodilator, sodium nitroprusside (Fig. 2A);
furthermore, no differences were observed in vasoconstriction to
norepinephrine (Fig. 2B} and serotonin (Fig. 2C) in normal and
high glucose condition.

3.2 Activation of hexosamine-pathway contributes tc abolished histamine-
induced vasodilation in high glucose condition

The glutamine fructose-6-phosphate amidotransferase (GFAT) is
the rate-limiting enzyme in the conversion of fructose-6-phosphate
to glucosamine-6-phosphate and can be irreversible blocked by aza-
serine (Liu et al., 2007). We found that in the presence of azaserine
(20 pmol/L}, histamine-induced dilations were restored to the control
level, even in the presence of high glucose (Fig. 3A}. In the presence of
azaserine, additional administarion of NO synthase inhibitor, L-NAME
significanly reduced the magnitude of histamine-induced dilations
(Fig. 3A).

In separate experiments arterioles were incubated with glucos-
amine (5 mmol/L}, a direct substrate of hexosamine-pathway. Glucos-
amine significantly reduced histamine-induced arteriolar dilations, to
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Hg. 2. Percent changes in diameter of gracilis muscle arterioles in response to cumulative
concentration of sodium nitroprusside (SNP, 1 nmol/L-1 umol/L) (Panel A), norepinephiine
(NE. 0.3 nmol/L-0.1 pmol,/L) (Panel B) and serotonine (0.1 nmol/L-1 pmol/L) (Panel C) in
the presence of normal (5.5 mmol/L) or high glucose concentration (30 mmol/L). Data
are in means +SE.M, significant differences: * P<0.05.

similar extent, which was elicited by high glucose exposure (Fig 3B}. To
test the specificity of azaserine we have examined histamine-induced
dilations in the simultaneous presence of glucosamine and the GFAT-
inhibitor azaserine. We have found thatin the presence of glucosamine
the abolished histamine-induced dilations were not significantly affect-
ed by azaserine treatment (Fig. 3B}.

3.3. O-GIcNAc modification of proteins in arteries

In order to quantify the level of the protein O-GlcNAcylation,
western blot analysis was performed in normal and high glucose con-
ditions as well as in arteries exposed to glucosamine. For this assay
we used larger femoral arteries for a more efficient and reliable detec-
tion of O-GlcNAcylation and P-eNOS levels in the vascular wall;

A
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Fig. 3. Percent changes in diameter of gracilis muscle arterioles in response to cumula-
tive concentration of histamine (1 nM-10 pM) in the presence of high glucose concen-
tration before and after incubations with GFAT inhibitor, azaserine (20 umol/L) or in
combination with NO synthase inhibitor, L-NAME (Panel A). Percent changes in diam-
eter of gracilis muscle arterioles in the presence of glucosamine (5 mmol/L) and in the
simultaneous presence of glucosamine and the GFAT inhibitor, azaserine (Panel B).
Data are in means +5.E.M, significant differences: * P<0.05.

therefore these data could not directly be extrapolated to microves-
sels and as such should be interpreted cautiosly. We found increases
in protein O-GlcNAcylation in high glucose and also glucosamine ex-
posed femoral arteries, when compared with the normal glucose con-
dition (Fig. 4A and B). We observed increased protein O-GlcNAcylation
of various proteins, including those ~ 140 KDa molecular weight pro-
teins that could represent eNOS.

3.4. Detection of P-eNOS (Ser-1177) in rat arteries in the presence of high
glucose

We sought to determine the effect of high glucose on the phosphory-
lation state of eNOS. To this end, arteries were exposed to 5.5 mmol/L and
30 mmol/L glucose concentration and then P-eNOS (Ser-1177) levels
were detected by Western immunoblots. Whilst the level of eNOS protein
remained unchanged (Fig. 4D), the level of P-eNOS (Ser-1177) was sig-
nificantly decreased in high glucose exposed arteries compared to that
of normal glucose exposed vessels (Fig. 4C and E).

4. Discussion

This study demonstrates that increased flux through the hexosa-
mine biosynthetic pathway (HBP) leads to enhanced O-GlcNAcylation
of eNOS under condition of high glucose, which interferes with NO-
dependent arteriolar dilation (Beleznai et al., 2008}. This condusion is
supported by the findings that 1} in gracilis muscle arterioles of the
rat histamine caused an abolished vasodilation in the presence of high
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Fig. 4. Representative Western blots (Panel A) and summary data (Panel B) show O-GlcNac formation in skeletal muscle arteries exposed to normal (5.5 mmol/L), high glucose
concentration (3¢ mmol/L) and also to glucosamine (5 mmol/L). Western blots (Panel C) and summary data (Panel D and E) of normalized densitometry ratios from four indepen-
dent experiments show O-GlcNac, eNOS and P-eNOS-Ser1177 levels. -actin was used for normalizing of loading variations.

glucose, 2} which was restored by incubation with azaserine, an inhib-
itor of GFAT. 3} A significant increase in protein 0-GlcNAcylation was
found in high glucose- and glucosamine-exposed vessels, when com-
pared with the normal glucose. 4} Arteries exposed to high glucose
exhibited a decreased phosphorylation of eNOS on the site of Ser-
1177, whilst the level of eNOS remained unchanged.

The hexosamine biosynthetic pathway is a unique form of glycosyla-
tion and exemplifies one such accessory pathway for glucose metabolism
(Marshall et al., 1991}. The relative flux through HBP and consecutive O-
GlcNAcylation of proteins is still not entirely understood in the vascula-
ture. It has been shown that increased O-GIcNAc level is associated
with increased vasoconstrictor reactivity and impaired endothelium-
dependent relaxation in aorta of deoxycorticosterone acetate (DOCA)-

induced hypertensive rats (Lima et al,, 2009a}. Interestingly, aorta from
these hypertensive rats also exhibited decreased levels of P-eNOS(Ser-
1177} and P-Akt(Ser-473) (Lima et al,, 2009a). There is experimental ev-
idence of competitive occupancy at the same site for eNOS, which can be
either O-GlcNAc modified or phosphorylated (Du et al., 2001). In this
context, it was shown that elevated 0-GlcNAcylation of eNOS inhibited
its phosphorylation-dependent activation by Akt, suggesting that the
site of 0-GlcNAcylation is at or near the Akt phosphorylation site (Du et
al,, 2001). In diabetes, O-GlcNAcylation of eNOS has been implicated in
erectile dysfunction; as it was demonstrated that erectile dysfunction is
assodated with hyperglycemia-induced increase in O-GlcNAc modifica-
tion and decreased phosphorylation of eNOS at Ser-1177 in the penis of
diabetic rats (Musicki et al., 2005). Furthermore, in the aorta of rats
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with streptozotocin (STZ)-induced diabetes, increased O-GlcNAc modifi-
cation of eNOS and inhibition of its activity was observed (Du etal,, 2001).
In the study by Federici et al. impaired activation of eNOS by Akt was
found in cultured human coronary artery endothelial cells exposed to hy-
perglycemia (Federid et al, 2002). Taken together, evidence indicates
that eNOS activation could be limited by O-GlcNAcylation and conse-
quent phosphorylation defidit. Yet, no study has demonstrated whether
these mechanisms contribute to impaired endothelium-dependent dila-
tion of intact microvessels and that this is responsible for high glucose-
induced impairment of NO production.

Previously, we demonstrated that hyperglycemia impairs
endothelium-dependent vasodilation in coronary arterioles of diabetic
patients (Beleznai et al., 2011). We also showed that the presence of
chronic hyperglycemia (Bagi and Koller, 2003} or acute, 1-2 hour eleva-
tion of glucose concentration elicits reduction of NO-mediated dilations
in skeletal muscle arterioles of the rat, which is due to the impaired syn-
thesis of NO (Bagi et al., 2004). Histamine has been shown to cause the
release of NO in several vascular beds (Weksler et al, 1978). The
histamine-induced relaxation is endothelium-dependent and it is medi-
ated by endothelial H; receptors (Jansen-Olesen et al, 1997; Toda,
1990). Histamine was chosen to examine the effect of high glucose on
eNOS activity because we have shown previously that NO synthase in-
hibitor, L-NAME had a more pronounced effect on histamine-induced
dilation in skeletal muscle arterioles, which suggests NO as an important
mediator of the histamine response (Erdei et al,, 2006).

In the present study we found that exposure of skeletal muscle
arterioles to high glucose or to glucosamine leads to abolished,
histamine-induced, NO-mediated dilations. In contrast, artericlar di-
lation to ACh, which is less dependent on NO, but mediated primarily
by endotheliurn-derived hyperpolarizing factor (EDHF) in skeletal
muscle microvessel (Erdei et al,, 2006), was not affected by high

glucose concentrations. The smooth muscle-dependent vasoregulatory
pathways, such as those induced by NO donor or elicited by vasocon-
strictors, such as norepinephrine or serotonin also were not affected
by high glucose. Thus, it plausible that high glucose-induced changes
in vasomotor responsiveness of skeletal muscle arterioles are specific
for altered NO synthesis and do not impair EDHF type of dilation or aug-
ment vasoconstrictor signaling pathways.

In addition to these functional changes we demonstrated an in-
creased O-GlcNAcylation of proteins in the vascular wall upon exposure
the vessels to high glucose. In parallel, a reduced phosphorylation of
Ser-1177 of eNOS has been detected. In this context, Zhang et al. has re-
cently demonstrated that exposure of porcine aortic endothelial cells to
high glucose concentrations inhibited eNOS phosphorylation at Ser-
1177 and also dephosphorylation at Thr-495 induced by bradykinin
(Zhang et al., 2010}. Thus, it is possible that O-GlcNacylation interferes
with both activation and inhibitory sites of eNOS. Based on our func-
tional experiments it seems that the net results of high glucose-
induced O-GlcNacylation are the inhibitions of NO synthesis. Whether
the Thr-495 inhibitory site is O-GlcNacylated and whether this affects
NO synthesis in microvessels has yet to be elucidated. Because inhibi-
tion of GFAT by azaserine restored the impaired NO-mediated dilation
in high glucose condition, but did not prevent detrimental effects of glu-
cosamine, we concluded that eNOS activation could be limited by the
activation hexosamine pathway and subsequent O-GlcNAcylation of
eNOS in skeletal muscle arterioles (Fig. 5). Our results are in accordance
with previous observations obtained in large vessels (Du et al., 2001} or
in cultured endothelial cells (Federici et al.,, 2002; Zhang et al,, 2010}
and extend these findings towards those intact resistance arteries. Fur-
ther studies are needed to provide experimental evidence whether 0-
GlcNAcylation of eNOS and consequently impaired NO synthesis alters
vasoreactivity of resistance arteries in vivo and whether this mechanism
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could contribute to increased vascular resistance and the development
of hypertension or other microvascular complications that are associat-
ed with diabetes mellitus.

5. Conclusions

Collectively, our present findings suggest an important functional
role for O-GlcNAcylation in interfering with the phosphorylation of
Ser-1177 site on eNOS in microvessels. Thus, in diabetes, interfering
with hexosamine biosynthetic pathway may prevent or delay the de-
velopment of dysfunction in resistance arteries.
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