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RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE 

 

ACE: angiotenzin-konvertáló enzim 

ACh: acetilkolin 

ADK: arginin dekarboxiláz 

ADMA: asszimetrikus dimetil-arginin 

AGE: előrehaladott glikációs végtermék 

Ang II: angiotenzin II 

AT-1: angiotenzin II 1-es típusú receptor 

AT-2: angiotenzin II 2-es típusú receptor 

BH4: tetrahidrobiopterin 

Ca
2+

: kalcium ion 

CABG: koronária artéria bypass graft 

cAMP: ciklikus adenozin-monofoszfát 

cGMP: ciklikus guanozin-monofoszfát 

COX: ciklooxigenáz 

COX-1: ciklooxigenáz-1 izoenzim 

COX-2: ciklooxigenáz-2 izoenzim 

DAPI: 4,6-diamidino-2-phenylindole 

DM: diabetes mellitus 

DM+: diabeteses 

DM-: nem diabeteses 

EDHF: endothel-dependens hiperpolarizáló faktor 

EDRF: endothel-dependens relaxációs faktor 

eNOS: endotheliális nitrogén-monoxid szintáz  

FAD: flavin-adenin-dinukleotid 

FMN: flavin-mononukleotid 

Fru-6-P: fruktóz-6-foszfát 

GFAT: L-glutamin-D-fruktóz-6-foszfát  aminotranszferáz 

Glc-NH2-6-P: glükózamin-6-foszfát 

GLUT-1: glükóz transzporter 

HbA1c: glikoheamoglobin 

HBP: hexózamin bioszintézis útvonal 

iNOS: indukálható nitrogén-monoxid szintáz 
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IR: inzulin receptor 

IRS: inzulin receptor szubsztrát 

L-Arg: L-arginin 

L-NAME: N

-nitro-L-arginin-metil-észter 

L-NMMA: L-N-monometilarginin 

L-NOHA: N
G
-hydroxy-L-arginine 

NADH: nikotinsavamid-adenin-dinukleotid 

NADPH: nikotinsavamid-adenin-dinukleotid-foszfát 

NE: norepinefrin  

NO: nitrogén-monoxid 

NOS: nitrogén-monoxid szintáz  

nNOS: neuronális nitrogén-monoxid szintáz 

OAT: ornitin-aminotranszferáz 

ODK: ornitin-dekarboxiláz  

O-GlcNAc: oxigén-kapcsolt N-acetilglükózamin 

O-GlcNAcase: N-acetilglikozidáz 

OGT: uridin 5’-difoszfo-N-acetilglükózamin: polipeptid β-N-acetilglükózaminiltranszferáz 

OTK: ornitin transzkarbamiláz 

PAI-1: plazminogén aktivátor inhibitor 1 

PG: prosztaglandin 

PGE2: prosztaglandin E2 

PGH2/TXA2: prosztaglandin H2/tromboxan A2 

PGI2: prosztaciklin 

PUGNAc: O-GlcNAcase inhibitor 

PKC: protein kináz C 

SDMA: szimmetrikus dimetil-arginin 

sGC: szolubilis guanilát-cikláz 

SNP: nitroprusszid-nátrium 

T1DM: 1-es típusú diabetes mellitus 

T2DM: 2-es típusú diabetes mellitus 

TGF-β: transzformáló növekedési faktor-β 

UDP-GlcNAc: uridin 5’-difoszfo-N-acetilglükózamin  

VEGF: vaszkuláris endotheliális növekedási faktor 

5HT: szerotonin  
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1. BEVEZETÉS 

 

   A diabetes mellitus (DM) a XXI. század elejének egyik legjelentősebb népegészségügyi 

problémájává vált és előkelő helyet foglal el a nem fertőző ún. "civilizációs" betegségek 

sorában. A Nemzetközi Diabetes Szövetség adatai szerint a 2011-ben 366 millióra tartott 

diabeteses betegek száma (20 éven felüliek körében) 2030-ra várhatóan 552 millióra fog 

növekedni (jelenleg Magyarországon 570 ezer diabeteses beteg él). A DM-nak a jelentős 

részét (~90%-át) a felnőtt korban manifesztálódó 2-es típus teszi ki, amely- a jelenlegi 

prevalencia-adatok és a várható incidencia-növekedés, ill. a társuló kardiovaszkuláris 

szövődmények folytán - világméretű gondokat okoz [1]. DM-ban a kardiovaszkuláris 

megbetegedések kialakulásának kockázata a nem cukorbeteg populációhoz viszonyítva 

fokozott. Megdöbbentő statisztikai adat, hogy DM-ban a szívinfarktus kialakulásának 

kockázata a már korábban egyéb okból szívinfarktuson átesett betegek rizikófokozódásával 

egyenlő nagyságú [2]. 

   A DM-ban kialakuló atherosclerosis klinikai kórformái között kiemelt jelentőségűek a 

coronariák érintettségén alapuló megbetegedések, a cerebrovaszkuláris szövődmények és az 

alsó végtagi artériás keringési zavar következményei. Az atherosclerosis kórfejlődéséből 

adódóan az egyik érterületen mutatkozó kórképek észlelése esetén joggal feltételezhető, s 

ezért vizsgálandó a szervezet egyéb érterületeinek érintettsége is. DM-ban gyakran észlelhető 

hipertónia, melynek pathomechanizmusa a diabetes két alapvető típusában egymástól eltér. 

Míg 1-es típusú diabetes mellitusban (T1DM) a hipertónia a diabeteses nephropathia egyik 

jellemző tüneteként van jelen, addig 2-es típusú diabetes mellitusban (T2DM) a hipertónia 

kialakulását a metabolikus szindróma koncepciója alapján értelmezzük. Nephropathiához 

társuló hipertónia azonban előfordulhat T2DM-ban is. Összefoglalva, DM-ban a kis ereket 

érintő microangiopathia talaján kialakuló nephropathia, neuropathia, retinopathia, cerebrális-, 
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kardiális, és alsó végtagi mikrokeringési zavarok nagymértékben hozzájárulnak az e 

betegségben szenvedők fokozott morbiditási és mortalitási rizikójához. 

   Korábbi vizsgálatokban kimutatták a nagy konduktív erek vazomotor funkciózavarát 

DM-ban, azonban kevés irodalmi adat áll rendelkezésre arra vonatkozóan, hogy DM-ban 

hogyan változik meg a humán koronária és a vázizom rezisztencia erek funkciója és milyen 

mechanizmusok állnak a patológiás mikroér működés hátterében. Valamint, a megemelkedett 

glükóz szint milyen hatással van az endothel- és simaizom sejt funkciójára.  

Mindezek alapján tudományos kutatásaimban az alábbi célkitűzéseket fogalmaztam meg:  

 

1.  Vizsgáljam a szívsebészeti műtéten átesett betegekből származó, izolált koronária 

mikroerek vazomotor működését. 

 

2.  Feltárjam a koronária mikroerek vazomotor működészavarában szerepet játszó lehetséges 

mechanizmusokat, különös tekintettel a diabetes mellitus mikrovaszkuláris hatásaira. 

 

3.  Továbbá, hogy vizsgáljam a magas glükóz koncentráció és fokozott fehérje glikoziláció 

endothel- és simaizom sejtekre gyakorolt hatását.  

 

   A kísérleteink eredményei és az azokból levonható következtetések segíthetnek a 

diabetes mellitusban kialakuló koronária mikroér funkciózavar kórélettani folyamatainak 

megismerésében, valamint hozzájárulhatnak a megváltozott mikorérműködés és feltehetőleg 

annak következtében kialakuló kardiális rizikó csökkentésére irányuló gyógyszeres terápiás 

elvek pontosabb kidolgozásához. 
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2. IRODALMI ÁTTEKINTÉS 

2.1. Kardiovaszkuláris megbetegedések diabetes mellitusban 

         A T2DM különböző etiológiájú anyagcserezavarok összefoglaló neve, melyet 

elsősorban a szénhidrát, de a lipid anyagcserét is érintő folyamatok komplex eltéréseivel 

társuló, krónikus hiperglikémia jellemez [3]. Jól ismert, hogy a lipid anyagcsere kóros 

elváltozásai (hiperkoleszterinémia, hipertrigliceridémia, aterogén diszlipidémia szindróma) az 

iszkémiás szív-, agy- és perifériás érbetegségek kialakulásának egyik fő rizikófaktorát 

képezik. Az érrendszeri komplikációk nagyrészt a lipid anyagcserezavar következményeként 

kialakuló atherosclerosis talaján jönnek létre. Korábbi vizsgálatok rámutattak arra a tényre, 

hogy a makrovaszkuláris atheroscelrotikus érelváltozások mellett, illetve azt megelőzően 

diszlipidémiában funkcionális mikrovaszkuláris elváltozások alakulnak ki [4, 5]. A 

diszlipidémia okozta makro- és mikrovaszkuláris funkciókárosodás hátterében részben az 

endothel működésének megváltozását feltételezik, amely központi szerepet játszhat egyes 

atherogén folyamatok elindításában és kialakításában [6-9].  

A további klinikai kutatások rávilágítottak arra a tényre is, hogy a szénhidrát anyagcsere 

legjelentősebb zavarának, a ma már epidémia jellegű DM-nak szintén szerepe van a 

kardiovaszkuláris rizikó fokozódásában [10]. Ezért nem meglepő, hogy a kardiovaszkuláris 

betegségek kialakulásában különösen komoly szereppel bírhat egy olyan kórállapot, amely a 

magas vércukorszint és a megváltozott glükóz tolerancia mellett egyéb lipid eltéréseket, így 

emelkedett triglicerid szintet és csökkent magas denzitású lipoprotein (HDL) szintet, valamint 

magas vérnyomás együttes előfordulását is magában foglalja [11]. Korábbi tanulmány szerint 

elsősorban a lipid háztartás zavarait érintő, elhízással és magas vérnyomással társuló 

metabolikus szindróma esetén 3,53-szorosára, ugyanakkor a T2DM együttes fennállása esetén 

8,19-szorosára emelkedik a kardiovaszkuláris mortalitás [12]. T2DM-ban szenvedő 

betegeknél feltételezetten az anyagcsere-folyamatok kóros következményei miatt kialakuló 
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kardiovaszkuláris (cerebrális, kardiális, alsó végtagi) szövődmények okozzák a betegek 

legnagyobb hányadának morbiditását és mortalitását [13-16]. A T2DM-mal ellentétben, az 1-

es típusú diabetes mellitus (inzulin-függő diabetes mellitus) előfordulása szignifikánsan 

kevesebb, a DM populációnak kb. 10% százalékát teszi ki. Az T1DM kialakulásának a 

pathomechanizmusa különbözik a T2DM-tól, a hasnyálmirigy β-sejteinek pusztulása 

következtében létrejövő abszolút inzulin hiánya jellemzi, a betegség hátterében genetikai és 

autoimmun tényezők állnak. A korszerű inzulinkészítményeknek köszönhetően a betegek 

életminősége jelentősen javult, azonban az életkilátásokat az alapbetegséggel kapcsolatos 

érszövődmények jelentősen befolyásolják, amelyek mikrovaszkuláris (rethinopathia, 

nephropathia, neuropathia) és makrovaszkuláris elváltozásokra (stroke, koronária betegség) 

oszthatók, hasonlóan a T2DM-hoz [17]. 

Az intenzív klinikai és kísérletes kutatások ellenére a diabetes mellitusban megfigyelhető 

szív- és érrendszeri elváltozások pontos kórélettani mechanizmusai és a kialakulásukban 

szerepet játszó patológiai tényezők még ma sem teljesen tisztázottak. Prospektív populációs 

vizsgálatok kimutatták, hogy a szoros vércukor kontroll csökkenti a diabetesben szenvedő 

betegek mikroérrendszeri elváltozásaiból adódó vaszkuláris rizikófokozódást, ami a 

normálisnál magasabb plazma glükóz koncentráció kóroki szerepére irányította a figyelmet 

[18].  

2.1.1. Az endothel funkciói 

 

   Az elmúlt évek kutatásai bebizonyították, hogy a vaszkuláris endothel nemcsak egy, az 

ereket bélelő passzív barrier. Kis tömegéhez (~110 gramm) képest óriási felületet képez (~ 

350 m
2
) és aktívan részt vesz a kardiovaszkuláris rendszer működésében. Fontos élettani 

feladata a vérkeringés lokális szabályozása, résztvesz az ion- és folyadékcserében, kontrollálja 

a véralvadási mechanizmusokat, a vérlemezke és leukocita adhézió folyamatát, az érfalban 

zajló lokális gyulladásos folyamatokat, a vaszkulogenezist [19] és angiogenezist. Az endothel 
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különböző fiziológiás stimulusokra értágító és érszűkítő anyagok szintézisével és 

felszabadításával válaszol, ezáltal szabályozva az adott érterület vérellátását, a szöveti 

perfúziót. Az endothel további alapvető tulajdonsága a szenzoros funkció, melynek során az 

endothel membrán receptor-függő és független mechanizmusok révén érzékeli a különböző 

mechanikai stimulusokat, így a transzluminális nyomásváltozást és az áramlás okozta 

nyíróerő/feszültség változásait [20]. Ezen paraméterek változásai élettani mechanizmusokon 

keresztül szabályozzák a rezisztencia erek átmérőjét, ezáltal a szöveti keringés kialakításában 

töltenek be fontos szerepet [21]. A lokális keringésszabályozás meghatározó a szövetek, 

szervek vérellátásának biztosításában, melyet a vérnyomás változása esetén a fokozódó 

anyagcsere igényekhez alakít, ezáltal a véráramlást függetleníti a vérnyomás pillanatnyi 

változásaitól. A nagy artériákat (makroerek) követő kis artériákra és az arteriolákra 

(mikroerek) esik a teljes nagy vérköri perifériás ellenállás legnagyobb része, amely a 

szisztémás vérnyomás egyik legmeghatározóbb tényezője (1. táblázat). 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. táblázat. Az artériás rendszer ereinek csoportosítása átmérőjük alapján.  

 

A lokális keringésszabályozási mechanizmusokban korábban a vazoaktív metabolitok, az 

artériás pH, pO2, pCO2 szerepét hangsúlyozták, azonban az elmúlt évtizedek kutatásai 

Makroerek Átmérő 

Aorta 2,5 cm 

Legnagyobb, elasztikus típusú artériák 1-2 cm 

Kisebb, muscularis típusú artériák 0.1-1 cm 

Mikroerek Átmérő 

Arteriolák 20-200 µm 

Kapillárisok 5-7 µm 
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bebizonyították, hogy az intrinzik vaszkuláris mechanizmusok (miogén mechanizmus, 

nyírófeszültség indukálta dilatáció) nagymértékben hozzájárulnak a lokális vérátáramlás 

szabályozásához. A sebészek és morfológusok körében már több száz éve ismert, hogy az 

erek nagysága a bennük áramló véráramlás nagyságával arányos, tehát nemcsak az érátmérő 

határozza meg az áramlást, hanem e tétel fordítva is igaz.  

         Az endothel által termelt legfontosabb vazodilatátor anyagok a nitrogén monoxid (NO), 

a prosztaciklin (PGI2) és a mai napig tisztázatlan hatásmechanizmusú endothel-dependens 

hiperpolarizáló faktor (EDHF) (1. ábra). Az egyes vazodilatátorok a különböző érterületeken 

eltérő mértékben járulnak hozzá a vazodilatáció kialakításához [22]. Furchgott és Zawadzki 

bizonyították először, hogy az acetilkolin (ACh) kiváltotta relaxációra csak az ép endothellel 

rendelkező erek képesek. Ez vezetett az endothel által termelt relaxációs faktor (EDRF) 

felfedezéséhez [23], amelyről Palmer és mtsai 1987-ben mutatták ki, hogy a NO-dal azonos 

[24]. Az azóta eltelt évek kutatásai részletesen feltárták a NO élettanát és biokémiáját. A NO a 

nitrogén monoxid szintáz (NOS) által katalizált reakcióban L-argininből és oxigénből 

képződik, miközben L-citrullin is felszabadul. A NOS több izoformája található meg az emlős 

szervezetben, az endotheliális (eNOS), neurális (nNOS) és az indukálható (iNOS) izoforma, 

melyek szabályozása és élettani funkciói eltérőek [25]. A biokémiai reakció kofaktorai a 

redukált nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfát (NADPH) és a tetrahidrobiopterin (BH4) 

[26]. A NOS obligát alkotórésze a hem vas, a flavin-mononukleotid (FMN) [27] és a flavin-

adenin-dinukleotid (FAD) [28]. A vaszkuláris szövetekben termelődött és felszabadult NO a 

vaszkuláris simaizomban a szolubilis guanilát cikláz (sGC) enzim aktivációjához vezet, mely 

enzim emeli az intracelluláris ciklikus guanozin-monofoszfát (cGMP) koncentrációt. Ennek 

következtében Ca
2+

 koncentráció és/vagy simaizom Ca
2+

 érzékenység csökkenés révén 

vaszkuláris simaizom relaxáció jön létre [29, 30]. Az endothel vazodilatátor működése 

azonban nemcsak NO mediálta folyamat, hanem további az endothel által termelt dilatátor 
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faktorok, mint például az EDHF és a ciklikus adenozin-monofoszfát (cAMP) rendszeren  

keresztül ható ciklooxigenáz (COX) izoenzimek (COX-1 és COX-2) termelte 

prosztaglandinok, a prosztaglandin E2 (PGE2) és a PGI2 következménye is [31-33]. 

 

 

1.ábra – Endothel-függő vazodilatátor anyagok: nitrogén monoxid (NO), prosztaciklin 

(PGI2), endothel-dependens hiperpolarizáló faktor (EDHF). Ez a sematikus ábra tartalmazza 

a főbb enzimeket, csatornákat és anyagokat, amelyek szükségesek az endothel-függő 

vazodilatáció kialakulásához. Endothelsejtekben megtalálható a lassú konduktanciájú 

kalcium-aktivált K
+
csatorna (SKCa), az intermedier konduktanciájú kalcium-aktivált 

K
+
csatorna (IKCa), az inward rektifikáló K

+
 csatorna (KIR), a Na-K pumpa, az endotheliális 

nitrogén-monoxid szintáz (eNOS), a ciklooxigenáz (COX), és a connexinek (Cx). 

Simaizomsejtekben megtalálható az ATP-szenzitív K
+
csatorna (KATP), a nagy konduktanciájú 

kalcium-aktivált K
+
 csatorna (BKCa), a feszültség függő K+ csatorna (KV), a  Na-K pumpa, 

prosztaciklin receptor (IP) és a Cx-nek. 
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          Az endothel azonban nem csak dilatátor természetű, hanem konstriktor anyagokat is 

termel. Ilyen anyag az endothelin, amely egyike a leghatékonyabb vazokonstriktor 

molekuláknak. Három izoformája létezik (endothelin 1,2,3), melyek az endothelin különböző 

receptorain keresztül fejtik ki hatásukat [34]. Az endothel által termelt másik fontos 

vazokonstriktor anyag az angiotenzin II. Az angiotenzin II többek között az angiotenzin I-ből 

képződik az angiotenzin-konvertáz enzim (ACE) hatására, mely enzim a lokális renin-

angiotenzin rendszer részeként feltehetőleg a vaszkuláris endothelben és a simaizomban is 

megtalálható [35, 36]. Az angiotenzin II a simaizomsejtek felszínén található receptoraihoz 

(AT-1 és 2) kötődik, a G-protein rendszeren keresztül fejti ki hatását, melynek eredménye az 

intracelluláris Ca
2+

 koncentráció növekedése, a protein kináz C aktivitásának és a 

simaizomsejtek migrációjának és proliferációjának fokozódása [37]. A ciklooxigenáz 

izoenzimek nemcsak vazodilatátor, hanem vazokonstriktor természetű prosztaglandinokat is 

termelnek. Ilyen a prosztaglandin H2/tromboxan A2 (PGH2/TXA2), amely a simaizomsejteken 

megtalálható receptorok aktivációjával erőteljes vazokonstrikciót idéz elő [38].  

         Az endothel rendkívül összetett, egymással párhuzamosan működő és kölcsönhatásban 

álló élettani folyamatainak megbomlott egyensúlya bizonyos kórélettani körülmények között 

az endothel kóros működéséhez, endothel diszfunkcióhoz vezethet. Az endothel diszfunkció 

esetén megbomlik a vazodilatátor (NO, PGI2, EDHF) és vazokonstriktor (endothelin-1, 

angiotenzin II, vazokonstriktor prosztaglandinok) tényezők közötti egyensúlyi állapot. Így a 

vazodilatátor mechanizmusok csökkenése, vazodilatátor adaptációs folyamatok beszűkülése, 

vazospazmus alakul ki. Azonban a lokális szöveti faktorok aktiválódása és az endothel 

működési egyensúlyának megbomlása következtében nemcsak az endothel-függő 

vazodilatátor folyamatok sérülnek, hanem a vérlemezkék, monocyták és egyéb sejtes elemek 

adhéziója következtében fokozott trombózis hajlam, az érfali simaizomsejtek proliferációja és 

az érfalban lokálisan zajló gyulladás alakul ki, melyek tovább károsíthatják az endothel 
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működését [20, 39].  

2.1.2. A diabetes mellitus és endothel diszfunkció 

   A diabeteses betegek legnagyobb hányadának mortalitását és morbiditását a 

kardiovaszkuláris, elsősorban myocardiális szövődmények okozzák [40]. A diabetes mellitus 

koronária nagyerekre kifejtett hatásával – felgyorsult atherosclerosis, atherothrombosis – 

magyarázható a myocardiális infarktus emelkedett incidenciája. A nagy koronária erekben 

feltehetőleg az endothel kóros, megváltozott működése vezet az atherosclerosis gyors 

progrediációjához diabeteses betegeken. Az atheroscleroticus plakkokban is - csakúgy, mint 

az adventitiában - megfigyelhető a szöveti gyulladás. Makrofágok és T-lymphocyták 

akkumulálódnak, a lipid mag méretesebb, és a makrofágok és simaizom sejtek apoptózis 

hajlama fokozottabb, mint nem diabeteses állapotban. Mindezek a körülmények együtt 

eredményezik a plakk fokozott vulnerábilitását és thrombogenitását [41]. A diabetesben 

megfigyelhető fokozott thrombosis hajlam másik oka a megnövekedett szöveti faktor 

termelés, amelyről kimutatták, hogy arányban áll a plakk-makrofágok apoptózisának 

mértékével [42]. A teljes koagulációs kaszkád kórosan működik diabetesben, a thrombocyták 

reaktivitása is fokozott. Mind az adhezivitásuk, mind az aggregábilitásuk és trombin 

produktivitásuk emelkedett [43]. Korábbi vizsgálatok szerint, az inzulin normál körülmények 

között gátolja a thrombocyta aggregációt azáltal, hogy fokozza a NO szintézisét a 

thrombocytákban [44], a PGI2 szintézisét az endothelben, növeli a PGI2-receptorok számát a 

thrombocyták felszínén, és szöveti plazminogén aktivátort (thrombolytikus enzim) szabadít 

fel a vérlemezkékből [45]. Az inzulin által biztosított thrombocyta aggregáció gátlás 

csökkenése ugyancsak magyarázhatja a diabetesben fokozott thrombosishajlamot. 

   Ismert, hogy a diabetes mellitus nemcsak a nagyerek szintjén, hanem a mikorerekben is 

kóros változásokat indukál. A diabeteses mikroérszövődmények állnak a nephropathia, 

neuropathia és retinopathia hátterében is. A szívet érintő diabeteses koronária 
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mikroérkárosodás mechanizmusáról azonban még mindig keveset tudunk. Humán [46] és 

állatkísérletes [47, 48] kutatások igazolták, hogy a mikroerek kóros intrinsic 

vazoregulatorikus működése már a betegség korai stádiumában is megfigyelhető. A szívizom 

perfúzió romlása a még intact koronária keringés mellett is már kimutatható diabeteses 

betegekben [49, 50] 

         Feltételezések szerint a mikorvaszkuláris szövődmények közös kiindulópontja az 

endothel diszfunkció kialakulása. Az endothel rendkívül összetett, egymással párhuzamosan 

működő és kölcsönhatásban álló élettani folyamatainak megbomlott egyensúlya diabetes 

mellitusban az endothel kóros működéséhez vezethet [22]. Az endothel diszfunkció többek 

között az értágító mechanizmusok csökkenéséhez, érszűkülethez, továbbá fokozott 

thrombosis-készséghez és az érfali simaizomsejtek proliferációjához vezethet. Az endothel 

diszfunkció korai stádiumában sérülnek a NO- és prosztaciklin-függő érelernyedési 

mechanizmusok, illetve emelkedhet egyes érszűkítő prosztaglandinok, endothelinek, 

angiotenzinek szintézise. A lokális szöveti faktorok aktiválódása és az endothel működési 

egyensúlyának megbomlása következtében nemcsak az endothel-függő dilatátor 

mechanizmusok sérülnek, hanem többek között a vérlemezkék, monocyták és egyéb sejtes 

elemek adhéziója is fokozódik, melyek jelenléte tovább károsíthatja az endothel amúgy is 

kóros működését. Korábbi vizsgálatok igazolták, hogy különböző érterületeken károsodik az 

endothel-függő arterioláris dilatáció diabetes mellitusban [22], melynek hátterében álló 

mechanizmusok felderítésére számos kísérletes megfigyelés történt. Ezek közül kiemelendő a 

diabetesben fennálló krónikus hiperglikémia kóroki szerepe. A megfelelő vércukor kontroll 

csökkenti a diabetesben szenvedő betegek mikroérrendszeri elváltozásaiból adódó vaszkuláris 

rizikófokozódást. A Magyar Diabetes Társaság anyagcsere paramétereire és kockázati szintre 

vonatkozó irányelvei alapján, ha a glikált haemoglobin (HbA1c) %-os értéke ≤6,5 kisfokú a 

kockázat, >6,5 macroangiopathiás kockázat, >7,5 microangiopathiás kockázat fokozódását 
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emeli. Bizonyos esetekben (fiatalabb, jól kooperáló betegeknél) indokolt lehet a HbA1c 6,0–

6,5%-os értékét megcélozni, míg idősebb, társbetegségekben szenvedő és rövidebb várható 

élettartammal rendelkező, olykor egyedül élő cukorbeteg esetében szerényebb kezelési 

célértékek (HbA1c 7,0–8,0%) is elfogadottak. Ez utóbbi szintén fontos a kardiovaszkuláris 

szövődményben szenvedő beteg esetében is, ahol az esetleges hipoglikémia várható 

következményei sokkal nagyobb súllyal esnek latba, mint a kicsit magasabb szinten tartott 

vércukorértékek évek múltán jelentkező potenciális következményei (Magyar Diabetes 

Társaság). 

Az endothel-függő vazodilatáció javul hosszú távú inzulin terápia hatására [51]. A HbA1c 

szintje és a kóros endothelműködés között korreláció mutatható ki [51]. Minden egyes 

százaléknyi csökkenés a HbA1c szintjében 37%-kal csökkenti a mikorvaszkuláris 

szövődmények kockázatát [52]. Másik ilyen fontos patológiai elváltozás a nem-enzimatikus 

glikáció. A glükóz a fehérjék és lipidek szabad aminocsoportjához képes kötődni nem-

enzimatikus glikoziláció révén, így irreverzibilis előrehaladott glikációs végtermék (AGE, 

advanced glycosilation end product) jön létre, amely nem képes lebomlani, ezáltal 

felhalmozódik a szövetekben. A folyamat normál glükózháztartás mellett is lejátszódik, de 

diabetesben a szubsztrát-fölösleg miatt fokozott mértékű [53]. Az AGE pathogenitása többek 

között abban áll, hogy keresztkötések létrehozására képes és az oxigén-eredetű szabadgyökök 

termelődését fokozza. Az AGE-produkció gátlójával, aminoguanidinnel a diabeteses 

érelváltozások gátolhatók voltak állatkísérletekben [54]. 
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2.1.3 Az L-arginin szerepe a kardiovaszkuláris betegségekben 

 

         L-argininre (L-Arg) nemcsak a fehérjék szintéziséhez van szükség, de jelentős szerepe 

van az urea, kreatin(in), NO, agmatin, poliaminok, glutaminsav, illetve a prolin 

termelődésében is. Ezeken az anyagokon keresztül szerepe van a nitrogén-egyensúly 

fenntartásában (fehérje lebomlási termékek eliminációja, izomanyagcsere), az értónus 

szabályozásában, a trombociták és fehérvérsejtek kitapadásának befolyásolásában, az 

immunrendszer szabályozásában, a neurotranszmisszióban, az RNS-szintézisben és 

következményesen a sejt- és szövetnövekedésben, sejtdifferenciálódásban és a kollagén 

szintézisben [55-57]. Az L-arginin szintézis főhelye a vese (kb. 60%), a keletkezett termék 

főként kationos aminotranszporter segítségével jut a sejtekbe [58]. Az L-arginin bejutása az 

endothelsejtekbe a Na
+
 független y

+
 és y

+
L vagy a Na

+
 függő B

0,+
, b

0,+ 
transzporterek 

segítségével történik, de lehetséges a passzív diffúzióval való bejutása is [59]. Kevés irodalmi 

adat áll rendelkezésre arról, hogy a diabetes milyen hatással van ezekre az 

aminotranszporterekre. Gestációs diabetesből származó umbilicális endothel sejtekben 2,5x-es 

L-arginin transzport fokozódást mutatták ki, valamint a thrombociták csökkent L-arginin 

transzportjáról számolnak be több irodalmi közleményben 2-es típusú diabetes 

mellitusban[60]. A májban is jelentős L-arginin termelés folyik, de az ott jelenlévő nagyfokú 

argináz-hatás miatt az L-arginin nagy része metabolizálódik és így nem kerül a keringésbe. 

Kismértékű L-arginin szintézist az endothelsejtekben és makrofágokban is megfigyeltek [56, 

57, 61]. Az L-arginin becsült in vivo szintézise kb. 16 μmol/kg/h, mely konstans [62]. Az 

endogén eredetű L-arginin az összes keringő L-argininnak mindössze 5-15%-át teszi ki, 

amelyet a teljes test fehérje metabolizmusa határoz meg elsősorban [57]. 

         Az elmúlt években az L-arginin a kutatások középpontjába került a NO szintézisben 

betöltött szerepe miatt (2.ábra), valamint az állatkísérletes modellekben tapasztalt kedvező 

hatásai következtében, ahol annak egyszerű adása megállította, vagy visszafordította az erek 
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atherogenézisét. 

 

2.ábra – Az eNOS és az argináz szubsztrátjai, kofaktorai és az L-arginin metabolizmusa és 

szintézise. Az eNOS működéséhez szükséges L-arginin, NADPH, O2, Ca
2+

, kalcium-

kalmodulin (CaM), BH4, FAD, FMN, valamint a NO termelés a N

-nitro-L-arginin-metil-

észter (L-NAME) segítségével gátolható. Az L-arginin szubsztrátja az argináznak is, amelynek 

hatására L-ornitin képződik urea felszabadulásával, ami N
G
-hydroxy-L-arginin (L-NOHA) 

adásával gátolható. Az L-ornitin és L-citrullin számos enzim segítségével ismét L-argininná 

alakul: ornitin transzkarbamiláz (OTK) argininszukcinát-szintetáz (ASS), argininszukcinát-

liáz (ASL). 

 

Korábbi klinikai vizsgálatokban kimutatták, hogy 5g L-arginin adása orálisan vagy 

intravénásan naponta, növelte a NO felszabadulást endothel diszfunkcióval rendelkező 

betegekben [63]. Több klinikai tanulmányban, az L-arginin rövid vagy középtávú adása 

javította a kardiovaszkuláris betegségben szenvedők tüneteit, azonban előfordultak olyan 

esetek is, ahol nem volt hatása az L-argininek, vagy a hosszútávú adása magasabb mortalitást 

eredményezett a placebo csoporttal összehasonlítva. Az eltérő eredmények felvetik azt a 
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tényt, hogy az L-arginin adása nem minden beteg számára kedvező, ezért a betegek előzetes 

szelekciójával (pl; aszimmetrikus dimetil-arginin [ADMA] szint mérésével) meg kell 

határozni azt a csoportot, amelynek előnye származik az L-arginin adásából [63]. Exogén L-

arginin adására az eNOS aktivációja jön létre annak ellenére, hogy az L-arginin már eleve 

feleslegben van jelen, ez az „arginin-paradox”-nak nevezett jelenség [64]. Az L-arginin 

szintje a plazmában eltérő nemek és kor szerint, fiatal férfiakban: 81.6 ± 7.3 µmol/L, idős 

férfiakban: 113.7 ± 19.8 µmol/L, fiatal nőkben: 72.4 ± 6.7 µmol/L és idős nőkben: 88 ± 7.8 

µmol/L [65]. Az L-arginin koncentrációja magasabb (0.1 mmol/l – 1 mmol/L) 

intracellulárisan, mint extracellulárisan vagy a plazmában [66, 67], valamint az endothelsejtek  

képesek gyors felvételére a palzmából NO produkció céljából [68]. A táplálkozással bevitt L-

arginin a vékonybélben felszívódik és a májba kerül, ahol a hepatikus-urea ciklusban 

hasznosul, azonban egy kis része a májat elkerülve, közvetlenül a NO produkcióban vesz 

részt, amelyet humán és állat kísérletekben egyaránt kimutattak radioaktív izotóppal jelölt 

(
15

N) L-arginin alkalmazásával [69, 70]. Az L-argininnel folyó humán kísérletekben, 

kezdetben nagy dózist alkalmaztak intravénásan (L-arginin: 30g/30min), amely vazodilatációt 

eredményezett, valamint megfigyelték a hipofízis eredetű növekedési hormon emelkedését is 

[71-73]. Az L-arginin intravénás adására vazodilatáció alakult ki az egészséges 

önkéntesekben [72], ami reprodukálható a kardiovaszkuláris betegségben szenvedők körében 

[73], kivéve a pulmonáris hipertenzió esetében [74]. A NO metabolitok (nitrit, nitrát) 

megemelkedett szintjének a kimutatása vizeletből a NO függő folyamatra utal, azonban 

hormonok (pl, növekedési hormonok) felszabadulása is hozzájárul a vazodilatáció 

létrejöttéhez, amit a szomatosztatin képes részben gátolni [75]. Ezek a hatások az L-arginin 

intravénás bejuttatása esetén alakultak ki, az orális adagolás nem hozott hasonló 

eredményeket, amely az alacsonyabb plazma koncentráció elérésével magyarázható. 

Kimutatták, hogy az L-arginin szintje a plazmában nem változik kardiovaszkuláris 
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betegségekben [76], azonban felvetődött, hogy a biológiai hozzáférhetősége csökkent az 

eNOS számára a megnövekedett argináz aktivitás következtében, amely ezáltal az NO 

produkció csökkenéséhez vezet [77-81]. Az eNOS endogén inhibitorának az ADMA-nak, a 

megemelkedett szintje pathofiziológiás állapotokban (pl kardiovaszkuláris betegség) gátolja a 

NO termelést [82-84]. Az ADMA az L-arginin helyére kötődve gátolja az eNOS működését, 

amely felveti azt a hipotézist, hogy L-arginin adása hatásos az emelkedett ADMA szinttel 

rendelkező betegekben, de hatástalan normál, vagy alacsony ADMA szint esetén [85]. Az 

ADMA és más arginin származékok, a szimmetrikus dimetil-arginin (SDMA), L-N-

monometilarginin (L-NMMA) a fehérjék posztranszlációs metilációjával keletkeznek [86]. Az 

L-NMMA gátolja az NO termelődést, azonban az ADMA plazmakoncentrációja tízszer 

nagyobb, ezért jelentősebb szerepet játszik a NOS gátlásában. Az SDMA-nak nincs direkt 

gátló hatása. Az L-arginin első klinikai alkalmazása kardiovaszkuláris betegségben szenvedő 

betegeken 1991-ben Drexter és munkatársai nevéhez fűződik. Koronária-katéterezés közben 

ACh-t és L-arginint jutattak a koronária erekbe és mérték az áramlásfokozódást. A 

kardiovaszkuláris betegségben szenvedők esetében jelentős áramlás növekedést tapasztaltak, 

míg kontroll esetekben az L-arginin adásának nem volt hatása [87].  

         Az eddigi kutatási eredmények szerint, az L-arginin orális alkalmazása effektív azokban 

az egyénekben, ahol az endotheliális L-arginin-NO metabolizmus károsodott. Ennek okai 

lehetnek 1.) megnövekedett L-arginin vesztés veseelégtelenség következtében 2.) 

megnövekedett L-arginin igény a fokozott argináz működés hatására[88, 89] 3.) valamint az 

endogén eNOS inhibitor ADMA megemelkedett koncentrációja [82, 85]. Ezen eredmények 

azt mutatják, hogy az L-arginin orális adása alkalmas lehet a kardiovaszkuláris betegségek 

kezelésére egy bizonyos betegpopulációban, azonban keveset tudunk a mikroerekre gyakorolt 

hatásáról, amelynek feltárására további vizsgálatok szükségesek.  
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2.1.4. A fokozódott argináz 1 expresszió lehetséges szerepe diabetes mellitusban. 

         Az endotheliális nitrogén-monoxid szintáz szubsztrátja az L-arginin csakúgy, mint az 

arginázok családjába tartozó argináz 1-nek [90, 91]. Az argináznak két izomere ismert. Az 

argináz 1 citoszolikus enzim, nagy mennyiségben fordul elő a májban az urea-ciklus 

részeként, míg az argináz 2 mitokondriális lokalizációjú, és főleg a vesében található, 

valamint mindkét izomer előfordul endothelsejtekben [81, 92]. Az argináz L-argininból L-

ornitin-t és ureát hasít, majd az L-ornitin-t az ornitin-dekarboxiláz (ODK, poliamin-szintézis), 

illetve az ornitin-aminotranszferáz (OAT, L-prolin-szintézis, L-glutaminsav-szintézis) alakítja 

tovább. A poliaminoknak a sejtproliferációban, az L-prolinnak a kollagénszintézisben van 

szerepe, míg az L-glutaminsav a tejben leggyakrabban előforduló aminosav, illetve utóbbiak 

prekurzorai a GABA-szintézisnek, mely fontos ingerületátvivő anyag. Az urea markere a 

vesefunkciónak, a diétás fehérje bevitelnek és a hidráltsági állapotnak. Az ornitin-

transzkarbamiláz enzim (OTK) az L-ornitin-t L-citrullinná alakítja, karbamil-foszfát 

beépítésével [57, 61, 93]. Az L-arginin azonban más enzimek fontos szubsztrátja is: az 

agmatint az arginin dekarboxiláz (ADK) enzim szintetizálja L-arginiből, széndioxid 

keletkezése mellett.  Az ADK enzim a vesében mind a kéregben, mind a velőben 

megtalálható, emellett az agyszövetben, a májban, a szívben, a lépben és a tüdőben [94], 

illetve endothel sejtekben és az aorta membránfrakciójában is kimutatták jelenlétét [95], 

valamint aktiváló hatását az eNOS működésére [96]. Thomson és munkatársai 

streptozotocinnal indukált diabeteses patkányok veséjében csökkent ADK aktivitás mértek, 

bizonyítva ezzel az esetleges L-arginin hiány következtében kialakuló csökkent működést 

[97].  A kreatin termelésre nagy mennyiségű L-arginin használódik fel a vese, máj, izmok és a 

hasnyálmirigy közreműködésével [56, 98], azonban az endothel sejtek kreatin termeléséről 

arginin-glicin amidinotranszferáz segítségével kevés irodalmi adat áll rendelkezésre diabetes 

mellitusban.  
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Streptozotocinnal (β-sejtek elpusztítása) indukált diabetes mellitusban megfigyelték az 

argináz 1 expressziójának a növekedését patkány aortában és májban, ami az ACh által 

kiváltott vazorelaxáció károsodásával párosult a koronária arteriolákban. Az argináz 2 

gyengén volt detektálható utalva ezzel az argináz 1 súlyozott szerepére [99]. Jól ismert, hogy 

az inzulin gátolja az urea szintézis génjeinek expresszióját, aminek az abszolút vagy relatív 

hiánya T1DM és T2DM-ben, fokozott argináz aktivitáshoz és csökkent L-arginin 

mennyiségéhez vezet [100, 101]. Az argináz fokozott működése képes az L-arginin biológiai 

hozzáférhetőségét korlátozni az eNOS számára, ezáltal az endothelsejtek NO termelését 

csökkenti [99]. A megnövekedett argináz aktivitást kimutatták különböző kardiovaszkuláris 

megbetegedésekben, mint például pulmonáris hipertóniában [102], erektilis diszfunkcióban 

[103], koronária betegségekben [80]. Az argináz 1 lehetséges kolokalizációja az eNOS-al, 

megnövekedett argináz 1 aktivitás esetén csökkentheti az L-arginin mennyiségét az NO 

produkció számára. Az nem teljesen tisztázott, hogy az argináz 2 hogyan befolyásolja az 

eNOS működését. Lehetséges magyarázata, hogy a fokozott mitokondriális L-arginin 

degradáció megnöveli annak transzportját a citoplazmából a mitokondriumba, ezáltal 

csökkentve a NO termelés szubsztrátját [91]. Li és mukatársai, bovine vénából származó 

endothelsejtekbe argináz 1-et vagy 2-t kódoló patkány cDNS-t jutattak az L-arginin 

felhasználás fokozására, amelynek következtében az argináz 1 aktivitása 258%-al nagyobb 

volt, mint az argináz 2-é. A megemelkedett argináz 1 expresszió hatására az eNOS NO 

termelése 60%-kal csökkent a kontrollhoz viszonyítva, amelyet a nitrit-nitrát szint 

csökkenésének a mérésével határoztak meg, valamint megfigyelték az L-arginin felvételének 

enyhe emelkedését a sejtekbe [104]. A megemelkedett argináz 1 aktivitás kialakulásában a 

diabetes mellitusra jellemző hiperglikémia is szerepet játszhat. Magas glükóz koncentrációjú 

oldatban (25 mmol/L, 24 órás) inkubált bovine koronária endothelsejtekben fokozot argináz 

aktivitást, valamint 50%-kal csökkent NO termelést tapasztaltak [99]. A fokozott argináz 1 
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aktivitás kimutatására, az endothelsejteket argináz 1 siRNA-val transzfektálták, amely teljesen 

meggátolta a magas glükóz koncentráció által okozott NO termelés csökkenését [99]. 

Anthony R. White és munkatársai szolgáltak először közvetlen bizonyítékkal az eNOS és 

argináz reciprok regulációjáról, argináz knock-down (géncsendesített) patkány vaszkuláris 

endothelsejtekben. Argináz 1 knock-down endothelsejtekben jelentősen javult az eNOS 

aktivitása, míg argináz 2 esetében nem történt változás, ami az argináz 1 domináns szerepére 

utal a patkány endothelsejtekben [105]. Továbbá klinikai tanulmányokban vizsgálták a 

plazma argináz aktivitását T2DM-ban szenvedő betegekben és egészséges egyedekben. Az 

argináz 1 (T2DM: 0.25 ± 0.08 vs. kontroll: 0.31 ± 0.10 ng/ml) és az argináz 2 (T2DM: 0.16 ± 

0.05 vs. kontroll: 0.21 ± 0.09 ng/ml) plazma koncentrációja nem különbözött a két 

csoportban. Azonban a teljes argináz aktivitás szignifikánsan megemelkedett a T2DM-ban 

(0.48 ± 0.11 µmol·ml
-1

·h
-1 

vs. kontroll: 0.32 ± 0.12 µmol·ml
-1

·h
-1

), ami szoros korrelációt 

mutatott a hiperglikémia súlyosságával. A fokozott aktivitással párhuzamosan, az argináz 

egyik végtermékének, az ornitinnek a megemelkedett szintjét mérték a plazmában, ezzel is 

alátámasztva az argináz  patológiás működését  diabetes mellitusban.
 
Inzulin infúzió hatására 

a megemelkedett argináz aktivitás jelentősen csökkent, utalva ezzel az inzulin fontos 

regulációs szerepére az argináz működésében [99]. Ezen eredmények azt tükrözik, hogy a 

fokozott argináz aktivitásnak vagy expressziónak a befolyásolása, egy lehetséges terápiás utat 

nyújthat az egyes kardiovaszkuláris betegségek kezelésében diabetes mellitusban, azonban 

ennek alátámasztására további vizsgálatok szükségesek [89]. 

2.2. A fehérjék O-GlcNAc módosulása diabetes mellitusban 

          A glikoziláció egyik speciális formája az úgynevezett O-GlcNAc (oxigén-kapcsolt N-

acetilglükózamin) típusú glikoziláció, ami a hexózamin bioszintézis útvonalhoz tartozik 

(HBP). Ennek során a glükóz a hexózamin útvonal enzimatikus lépésein keresztül átalakulva 

a fehérjék szerin és treonin oldalláncaihoz kapcsolódik (3. ábra) [106]. 



 

 

23 

         

3.ábra - A citoplazmatikus és a nukleáris fehérjék szerin és treonin oldalláncainak O-GlcNAc 

típusú glikozilációját, két magas fokban konzervált enzim kontrolálja. Az OGT (uridin 5’-

difoszfo-N-acetilglükózamin: polipeptid β-N-acetilglükózaminiltranszferáz) felelős az O-

GlcNAc csoport fehérjére történő helyezésért, az O-GlcNAcase (N-acetilglikozidáz) annak 

eltávolításáért. Reciprok kapcsolat van a foszforiláció és az O-GlcNAc-glikoziláció között, 

tekintettel arra, hogy a foszforilációt végző kinázok ugyancsak a szerin/treonin kötőhelyeket 

célozzák, mint az O-GlcNAc csoport [106].   

 

In vitro sejtkultúrán végzett tanulmányok alapján a sejtek által felvett glükóz közel 2- 5%-a 

lép be a HBP-ba. A belépés folyamatát és sebességét az L-glutamin-D-fruktóz 6-foszfát 

amidotranszferáz (GFAT) szabályozza, mely a fruktóz-6-foszfátot (Fru-6-P) alakítja 

glükózamin-6-foszfáttá (Glc-NH2-6-P), glutamint használva amino-csoport donorként. A 

glükózamin-6-foszfát átalakulása számtalan intermedier terméken keresztül az uridin 5’-

difoszfo-N-acetilglükózamin (UDP-GlcNAc) szintéziséhez vezet. Az UDP-GlcNAc glikozid 

prekurzorként szerepel glikoproteinek, glikolipidek és proteoglikánok szintézisében, 

ugyanakkor esszenciális donor a fehérjék O-GlcNAc módosulásához. Számos fehérjén az O-

GlcNAc csoport verseng a foszfátcsoporttal a szerin és treonin helyekért, ezáltal potenciálisan 

befolyásolja a fehérjék (pl: a kinázok, foszfatázok, transz-kripciós faktorok, metabolikus 

enzimek) működését (3.ábra). Újabban felmerült annak lehetősége, hogy hasonló 
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glikozilációs folyamatok következtében funkcionális változás következhet be az endotheliális 

nitrogén-monoxid szintáz működésében is hiperglikémia esetében [107]. Köztudott, hogy a 

diabetes mellitus kardiovaszkuláris szövődményeinek kialakulásában a hiperglikémia jelentős 

szerepet játszik [107, 108]. A megemelkedett plazma glükóz koncentráció következtében az 

endothelsejtekbe bejutó glükóz mennyisége megnő. A glükóz endothelsejtekbe lépése 

inzulintól független mechanizmussal, a GLUT-1 glükóz-transzporter révén, a koncentráció 

gradienst követve jön létre [109-111]. A krónikusan megemelkedett glükóz fluxus a HBP-ban 

inzulin rezisztenciához és glükóz toxicitáshoz vezet [112, 113]. Húsz évvel ezelőtt Marshall 

és munkatársai mutatták ki először a direkt kapcsolatot a fluxus megemelkedése HBP-ban és 

az inzulin rezisztencia között patkány zsírsejtekben [114]. A HBP fluxusa kísérleti úton 

növelhető exogén glükóz vagy glükózamin adásával. A glükózamin szintén a glükóz-

transzporter rendszeren keresztül jut be a sejtekbe, ahol glükózamin-6-foszfáttá 

foszforilálódik hexokinázok által, így képes megkerülni a HBP sebességét szabályozó GFAT 

enzimet, ezáltal gyors UDP-GlcNAc szintemelkedést eredményez. A megnövekedett fluxus a 

HBP-ben károsítja az IR (inzulin receptor)/IRS (inzulin receptor szubsztrát)/PI3-K/Akt 

útvonalat, a foszforilációs helyek glikozilálásával létrehozva az eNOS működészavarát és a 

következményes endothel diszfunkciót [115]. A NO nem csak elengedhetetlen az érátmérő 

szabályozásában, hanem fontos szabályozó szerepe van a thrombocyta aggregációban, 

gyulladásos folyamatokban, remodellingben valamint az atherogenesis gátlásában [116]. Az 

eNOS-t elsősorban a Ca
2+

 szint emelkedése aktiválja, de működését a BH4-koncentráció, a 

kaveolinhoz kötődés és számos foszforilációs hely foszforiláltsági állapota (Ser114, Ser1177, 

Thr495, Ser615, Ser633) is jelentősen befolyásolja. Az eNOS foszforilációs helyei közül, a 

Thr495 foszforilációja gátolja, a Ser1177 foszforilációja aktiválja az enzimet [117]. Federici 

és munkatársai, humán koronária endothelsejteket 20 mmol/L glükóz vagy 7.5 mmol/L 

glükózamin jelenlétében inkubált 72 órán keresztül. Az eNOS enzimen az O-GlcNAc-csoport 
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jelenléte 294%-kal emelkedett a kontrolléhoz képest, amelyet a GFAT inhibitor azaserin teljes 

mértékben gátolt magas glükóz koncentráció jelenlétében, de nem volt hatással a 

glükózaminnal kezelt sejtekre. In vitro kináz assay alkalmazásával, a 
32

P –nak a jelenléte 

46%-kal (magas glükóz) és 83%-kal (glükózamin) csökkent, amely az eNOS aktivációjának a 

szignifikáns gátlását mutatja a megemelkedett glikoziláció következtében. Az eNOS Ser1177 

foszforilációs hely vizsgálata Western blot analízissel 37%-os (magas glükóz) és 42%-os 

(glükózamin) csökkenést eredményezett inzulin stimulációra (4. ábra) [115]. 

                               

4. ábra – A megnövekedett glükóz vagy glükózamin koncentráció az endothelsejtekben, növeli 

a HBP útvonal fluxusát, amely fokozza az eNOS fokozott O-GlcNAciláció-s poszttranszlációs 

módosulását, ezáltal gátolva az eNOS Ser1177 foszforilálását, ami csökkent NO mediálta 

vazodilatációhoz vezet. Akt (szerin/treonin – specifikus protein kináz), Fru-6-P (fruktóz-6-

foszfát), GFAT (L-glutamin-D-fruktóz-6-foszfát amidotranszferáz), azaserin (a GFAT 

gátlószere), Glc-NH2-6-P (glükózamin-6-foszfát), UDP-GlcNAc (uridin 5’-difoszfo-N-

acetilglükózamin), OGT (uridin 5’-difoszfo-N-acetilglükózamin: polipeptid β-N-

acetilglükózamininiltranszferáz), O-GlcNAc (oxigén-kapcsolt N-acetilglükózamin). 
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Összefoglalva, a HBP útvonal tanulmányozására háromféle kísérletes megközelítést 

alkalmaznak elterjedten 1.) magas glükóz koncentráció és 2.) glükózamin kezelés, valamint 

3.) a GFAT enzimnek a gátlása. [114, 118]. Az O-GlcNAc szerepét a sejtfunkció 

szabályozásában számos betegéghez kötötték, köztük az inzulinrezisztenciához és diabetes 

mellitushoz, azonban az ennek a talaján kialakuló károsodott endothel működés 

mechanizmusa és ennek a hatása a mikroerek működésére még nem pontosan ismert. 
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3. MÓDSZERTAN 

 

  Kísérleteink első részében jobb pitvari fülcsét használtunk szívműtéten átesett 

betegekből. Kísérleteink második részében hím Wistar patkányokat használtunk (Charles 

River, Magyarország). A kísérleti protokollok után valamennyi állaton 150 mg/tskg nembutal 

intraperitoneális injekció adásával eutanáziát végeztünk. 

3.1. A betegek jellemzése 

         Kísérleteink során a Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudományi Centrum 

valamint a New York Medical College Etikai Bizottsága által jóváhagyott protokolloknak 

megfelelően jártunk el. Minden beteg írásbeli tájékoztatást kapott és írásbeli jóváhagyást adott 

a humán minta kísérletes felhasználásáról.  

Vizsgálatainkba 41 szívsebészeti műtéten átesett beteget vontunk be. A betegeket a 

dokumentáltan ismert diabetes mellitus betegség megléte (DM+) illetve annak hiánya (DM-) 

alapján két csoportra osztottuk. A betegek demográfiai adatait, a fennálló egyéb betegségeket, 

gyógyszereket valamint a szívsebészeti műtét típusát az alábbi táblázat tartalmazza (2. 

táblázat).                     

       

2. táblázat – A táblázat tartalmazza a betegek 

demográfia adatait, társbetegségeit, gyógyszeres 

kezelésüket és sebészeti bevatkozásait. A korra 

vonatkozó adatok átlagértékei ± SD (Fisher exact 

statisztikai test), n = vizsgált betegek száma, 

angiotenzin-konvertáló enzim (ACE), akut 

miokardiális infarktus (AMI), koronária artéria 

bypass graft (CABG). 

 

DM (-) 

n=21 

 

DM(+) 

n=20 
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3.2. Izolált  mikroértechnika 

          Izolált mikroér kísérleteinknek  egy részét koronária arteriolákon (~100 µm átmérő), 

valamint patkány gracilis vázizomból izolált arteriolákon (~150 m) végeztük. A koronária 

ateriolákat koronária bypass műtét vagy billentyűcsere során eltávolított jobb fülcse darabból 

izoláltuk. Nembutállal altatott állatokból steril körülmények között eltávolítottuk a musculus 

gracilis vázizmot. A jobb fülcsét, valamint a musculus gracilis vázizmot egy hideg (0-4
o
C, pH 

7,4) Krebs-oldatot (110,0 mmol/L NaCl, 5,0 mmol/L KCl, 2,5 mmol/L CaCl2, 1,0 mmol/L 

MgSO4, 1,0 mmol/L KH2PO4, 5,5 mmol/L glükóz és 24,0 mmol/L NaHCO3) tartalmazó 

szilikon alapú Petri-csészében tűkkel rögzítettük, majd Nikon SMZ 1000 sztereomikroszkóp 

segítségével, mikrosebészeti eszközökkel az elsőrendű koronária arteriola 2-3 mm-es 

szakaszát, valamint a gracilis arteriola másodrendű ágának 2-3 mm-es szakaszát izoláltuk. Az 

izolált arteriolát először egyik végén (ez lett a proximális vég) kanülálva rögzítettük, majd 20 

Hgmm-es perfúziós nyomással a lumenből a vérsejteket eltávolítottuk. Ezután az ér disztális 

végét is megkanüláltuk és miután egy mikrocsavar segítségével beállítottuk az eredeti 

érhosszt, egy állandó hőmérsékletű (T=37
o
C, pH=7,4) szervfürdőbe helyeztük. A szervkamrát 

folyamatosan oxigenizált (O2: 10%, CO2: 5%, N2: 85%) Krebs-oldattal áramoltattuk át (40 

ml/min). Az intraluminális nyomást folyadékoszlop segítségével lassan 80 Hgmm-re emeltük 

és körülbelül 60 percig ott tartottuk, amíg az ér állapota stabilizálódott. Közben az 

intraluminális nyomást folyamatosan nyomástranszducerrel mértük. A felvételek egy 

mikroszkóphoz (Nikon, Eclipse 80i) rögzített digitális kamerával (CFW1310, Scion Corp, 

USA) készültek (5. ábra). Az izolált arteriola belső átmérőjét az Image J software-rel mértük 

(NIH Image, MD, USA).  
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5. ábra - Az izolált erek átmérőváltozásait mérő videomikroszkópos rendszer vázlatos képe. 

3.3. A humán koronária arteriolák működésének vizsgálata vazoaktív szerekkel 

   Az izolált koronária arteriolán az egy órás inkubáció során spontán miogén tónus alakult ki 

a 80 Hgmm-es intraluminális nyomás hatására. Kísérleteinkben az izolált koronária mikroerek 

válaszait ismert hatásmechanizmusú, endothel-függő és endothel-független vazoaktív 

farmakonokkal teszteltük. A protokollok során az alkalmazott vazoaktív anyagokat az ismert 

térfogatú (15 mL) perfundált kádba megfelelő végkoncentrációkban adtuk. Kumulatív 

koncentrációkat alkalmazva folyamatosan regisztráltuk az egyes szerek megfelelő 

koncentrációjának érátmérőre gyakorolt maximális hatását. 

   Az első kísérleti sorozatban az endothel-függő vazodilatátor, acetilkolin (0.1 nmol/L – 

0.1 mol/L), majd az endothel független, a simaizomsejteken közvetlenül ható vazodilatátor, 

nátrium nitroprusszid (SNP; 0.1 nmol/L – 1 mol/L) hatására kialakuló 

átmérőváltozásokat mértük. Az egyes kumulatív dózis-hatás görbéket kimosási periódus és 10 

perc inkubáció követte, melynek során az arteriolák visszanyerték kiindulási tónusukat. 

A jobb fülcséből  izolált koronária arteriolákat 30 percig NO szintáz gátló N

-nitro-L-
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arginin-metil-észter (L-NAME, 2 X 10
-4

 mol/L) jelenlétében inkubáltuk, majd ismételten 

megfigyeltük az acetilkolin és a SNP növekvő dózisainak hatására bekövetkező 

átmérőváltozásokat. Kísérleteink másik részében, a feltételezetten jelenlevő fokozott argináz 1 

működés blokkolása céljából szelektív argináz gátlót N
G
-hydroxy-L-arginine (L-NOHA, 10 

µmol/L) alkalmaztunk, melynek jelenlétében 30 percen keresztül inkubáltuk a humán 

koronária arteriolákat, majd ismételten megmértük az agonista szerekre kialakuló 

átmérőváltozásokat. Más protokollokban az arteriolákat L-arginin (3 mmol/L) jelenlétében is 

inkubáltuk, majd ismételten megmértük az agonista szerek növekvő dózisainak hatására 

kialakuló átmérőváltozásokat.  

3.4. Kísérleti protokollok  patkány izolált vázizom ereken 

 Arterioláris dilatáció vizsgálata vazoaktív szerekkel patkány izolált vázizom erekben 

         A kísérletekben az izolált vázizom arteriolák dilatációs válaszait ismert 

hatásmechanizmusú receptor-mediálta vagy receptor független vazoaktív farmakonokkal 

teszteltük. Az izolált arteriolákban az endothel-függő dilatációt acetilkolin (1 nmol/L – 1 

mol/L) és hisztamin (1 nmol/L – 10 mol/L) alkalmazásával vizsgáltuk. Az endothel 

független, a vaszkuláris simaizomra ható direkt NO donorként a nitroprusszid-nátrium 

(SNP; 1 nmol/L – 1 mol/L) dózisfüggő hatásait figyeltük meg, valamint vizsgáltuk 

vazokonstriktor anyagok norepinefrin (NE; 0.3 nmol/L – 0.1 µmol/L) és szerotonin (5HT; 

0.1 nmol/L – 1 µmol/L) érátmérőre gyakorolt hatását. Az egyes kumulatív dózis-hatás 

görbéket kimosási periódus követte, ezután 10 percet vártunk. Ez idő alatt az arteriolák 

visszanyerték kiindulási miogén tónusukat. A patkányból izolált vázizom arteriolákat 30 

percig NO szintáz gátló N

-nitro-L-arginin-metil-észter (L-NAME, 2 X 10

-4
 mol/L) 

jelenlétében inkubáltuk, majd ismételten megfigyeltük az acetilkolin és a hisztamin növekvő 

dózisainak hatására kialakuló átmérőváltozásokat.  
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A magas glükóz koncentráció és a glükózamin vazoaktív hatásának vizsgálata 

    A magas glükóz koncentráció (30 mmol/L, 2 órás inkubáció)  érátmérőre gyakorolt 

hatását az acetilkolin, hisztamin, SNP, NE, 5-HT növekvő dózisainak hatására kialakuló 

érátmérő változások mérésével vizsgáltuk izolált gracilis arteriolákon. A glükózamin 

(5mmol/L) kezelés érátmérőre gyakorolt hatását a hisztamin (1 nmol/L – 10 mol/L) 

növekvő dózisainak hatására kialakuló érátmérő változások mérésével vizsgáltuk izolált 

gracilis arteriolákon. A hexózamin bioszintézis útvonal szerepének a tisztázására a hisztamin 

hatására kialakuló érátmérő változásokat a GFAT enzim antagonista azaserin (20 µmol/L) 

jelenlétében is megvizsgáltuk. A hiperozmoláris hatás kizárására, további kísérletekben az 

izolált arteriolákat mannitol (25 mmol/L) jelenlétében inkubáltuk, majd ismételten 

megfigyeltük az acetilkolin és a hisztamin növekvő dózisainak hatására kialakuló 

átmérőváltozásokat.  

3.5. Immunhisztokémia 

         Diabeteses betegeken végzett kísérletekben funkcionális vizsgálatainkat 

immunhisztokémiai kísérletekkel is kiegészítettük. A nem diabeteses [DM (-), n=4] és a 

diabetes mellitusban szenvedő [DM (+), n=4] betegekből származó koronária arteriolákat 

hosszában kettévágva, acetonos fixálás után, 1% marha szérum albumint (BSA), 0.6 % Triton 

X-100-at tartalmazó PBS oldattal blokkoltuk (Sigma). Az ereket (hígítás: 1:50 blokkoló 

oldatban) monoklonális argináz 1 ellenanyaggal (1:100 hígítás, Sigma) és poliklonális 

endotheliális nitrogén-monoxid szintáz (eNOS) ellenanyaggal (1:100, hígítás, BD Bioscience) 

jelöltük egy időben. Az immunfluoreszcens jelölést argináz 1 és eNOS elleni Alexa 488 és 

Alexa 597 (Invitrogen) jelölt szekunder antitesttel végeztük. Magfestésre 4,6-diamidino-2-

phenylindole-t (DAPI, Invitrogen) használtunk. A nem specifikus kötődés kimutatására az 
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elsődleges antitestet kihagytuk a kontroll protokollokban. A felvételeket Olympus BX61 

típusú mikroszkóphoz csatolt CCD kamerával (Luca
EM

-S, Andor) készítettük.  

3.6. Western immunoblot  

 

A diabetes mellitus hatása az argináz 1 expresszióra humán koronária arteriolákban 

         A DM (-) és DM (+) betegek jobb fülcséjéből izolált koronária arteriolákat, a környező 

kötőszövettől megtisztítottuk, majd 20 μl SDS mintapufferben (összetevők: 4% SDS, 20% 

glicerol, 10% 2-mercaptoethanol, 0.004% brómfenol kék és 0.125 M Tris HCl, pH~ 6.8, 

Sigma) homogenizáltuk. A fehérjéket 10%-os poliakrilamid gélen 125 V feszültségen 1 óra 

alatt szeparáltuk [119], majd polyvinil membránra transzferáltuk. Ezt követően membrán 

szabad kötőhelyeit 5% tejet tartalmazó T-BST-vel (0.1% Tween-20 TBS-ben, Sigma) 1 óráig 

blokkoltuk. A membránt az argináz 1 ellenes elsődleges antitesteket 1:1000 hígításban 5% 

tejet tartalmazó T-BST oldatban inkubáltuk. A jeleket kemilumineszcencia (ECL kit, Fisher) 

segítségével autoradiográfiás módszerrel vizualizáltuk. Annak megállapítására, hogy a minták 

felvitele egyformán történt-e, β-aktin ellenes antitestet 1:5000 hígításban használtunk 5% tejet 

tartalmazó T-BST-ben. Az optikai denzitást Image J szoftver segítségével mértük és az 

argináz 1 expresszióját β-aktinra normalizáltuk. 

 

A magas glükóz koncentráció és glükózamin kezelés hatásának a vizsgálata az eNOS 

foszforilációs szintjére és a fehérjék O-GlcNAc glikolizációs állapotára 

          Wistar patkányokból izolált arteriolákat (artéria femorális ágai), a környező 

kötőszövettől megtisztítottuk, majd három csoportra osztva: normál glükóz (5.5 mmol/L, 2 

órás inkubáció), magas glükóz (30 mmol/L, 2 órás inkubáció) és glükózamin (5 mmol/L, 

2 órás inkubáció) kezelésnek vetettük alá. A mintákat folyékony nitrogénben 

megfagyasztottuk, majd 20 μl RIPA bufferben (összetevők: 50 mM Tris-HCl, pH~8.0, 150 

mM nátrium klorid, 1.0% Igepal CA-630 (NP-40), 0.5% nátrium deoxikolát és 0.1% nátrium 
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dodecil szulfát, Sigma) homogenizáltuk, 20 μl mintapuffer (összetevők: 4% SDS, 20% 

glicerol, 10% 2-mercaptoethanol, 0.004% brómfenol kék és 0.125 M Tris HCl, pH~ 6.8, 

Sigma) hozzáadásával a fehérjéket 10%-os poliakrilamid gélen 125 V feszültségen 1 óra alatt 

szeparáltuk, majd polyvinil membránra transzferáltuk. Ezt követően az eNOS és a GlcNAc 

detektálására szánt membránok szabad kötőhelyeit 5% tejet, míg a P-eNOS detektálása esetén 

1% marha szérum albumint tartalmazó T-BST-vel 1 óráig blokkoltuk. Az O-GlcNAc és eNOS 

ellenes elsődleges antitesteket 1:1000 hígításban 5% tejet tartalmazó T-BST-ben alkalmaztuk, 

míg a P-eNOS antitestet 1:500 hígításban 1% marha szérum albumint tartalmazó T-BST 

oldatban inkubáltuk. A jeleket kemilumineszcencia (ECL kit, Fisher) segítségével 

autoradiográfiás módszerrel vizualizáltuk. Annak megállapítására, hogy a minták felvitele 

egyformán történt-e, β-aktin ellenes antitestet 1:5000 hígításban használtunk 5% tejet 

tartalmazó T-BST-ben. Az optikai denzitást Image J szoftver segítségével mértük és az O-

GlcNAc és eNOS expresszióját β-aktinra, míg a P-eNOS expresszióját eNOS-ra 

normalizáltuk.  

3.7. Az eredmények statisztikai értékelése 

         A vazoaktív szerek hatására kialakuló átmérőváltozásokat abszolút értékekben, illetve a 

Ca
2+

 mentes oldatban megfigyelt passzív átmérő százalékában fejeztük ki. A normalizált 

érátmérőt az adott nyomásértéken mért aktív és passzív érátmérő arányaként határoztuk meg. 

Az arteriolák miogén tónusát az ugyanazon a nyomáson mért aktív (Ca
2+

 tartalmú Krebs 

oldatban mért) átmérőjének a Ca
2+ 

mentes oldatban mért passzív átmérőjének százalékában 

adtuk meg. Az adatokat a GraphPad Prism (San Diego, California) statisztikai program 

segítségével értékeltük ki. Az ábrákon a nyert adatok átlagértékei  S.E.M szerepelnek. A 

statisztikai analízishez ismételt mérésekkel ANOVA-t használtunk, amit Tukey post hoc 

teszttel vagy Student’s t-teszttel egészítettünk ki a protokolloknak megfelelően. Az értékeket 

akkor tekintettük szignifikánsnak, ha a p0,05 volt. 
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4. EREDMÉNYEK 

4.1. A diabetes mellitus hatása a koronária arteriolák vazomotor működésére 

         A diabetes mellitus koronária erek vazomotor működésére gyakorolt hatását koronária 

bypass vagy billentyűműtéten átesett betegekből (n = 41) származó ereken vizsgáltuk. A 

betegek demográfiai mutatóit az 2. táblázatban foglaltuk össze. A betegeket a diabetes 

mellitus hiánya [DM(–), n = 21] vagy megléte alapján [DM(+), n = 20] két alcsoportba 

osztottuk. A két csoport között nem találtunk eltérést a műtétek típusa, a kor és nem 

tekintetében.  A társbetegségek esetében a DM(+) csoportban a perifériás érbetegség és 

szívelégtelenség előfordulása volt megfigyelhető, DM(–) csoportban viszont nem. A 

gyógyszerek tekintetében mindkét csoport hasonló kezelésben részesült, különbség a diabetes 

mellitus kezelésére alkalmazott orális antidiabetikum és inzulin adásában található (2. 

táblázat). 

         Az egyórás inkubáció során az izolált humán koronária arteriolákon 80 Hgmm-es 

intraluminális nyomás hatására spontán miogén tónus alakult ki. Nem volt szignifikáns 

különbség a diabeteses [DM(+)] és nem diabeteses [DM(-)] betegekből izolált arteriolák 

között sem az aktív [AD, az egyórás inkubáció után kialakult átmérő; DM(-): 106 ± 9, DM(+): 

97 ± 12 m], sem a passzív [PD, a kalcium mentes Krebs-oldatban mérhető átmérő; DM(-): 

131 ± 11, DM(+): 133 ± 17 m] érátmérőkben, sem az ezek alapján kalkulált ([PD-

AD/PD]*100) miogén tónusban [DM(-): 38  6, DM(+): 39  5 %].  

Elsőként az endothel-függő vazodilatátor acetilkolin kumulatív dózisait alkalmazva (ACh; 0,1 

nmol/L –0.1 mol/L), a humán koronária arteriolák konstrikciója alakult ki mindkét 

csoportban (6. ábra). A NO szintáz gátló (L-NAME, 2 X 10
-4

 mol/L) kezelésnek nem volt 

további hatása a kialakult válaszra (7. ábra). A NO-donor nitroprusszid nátrium (SNP, 1 

nmol/L és 10 mol/L) adására az izolált koronária arteriolák jelentős mértékű vazodilatációja 

alakult ki (8. ábra).  



 

 

35 

                               

6. ábra – A diabetes mellitusban szenvedő betegek [DM(+), n=10] és a nem diabeteses 

betegek [DM(-), n=11] izolált koronária arterioláinak belső érátmérő változásai acetilkolin 

kumulatív dózisának hatására. Az adatok a mért százalékos érátmérő változás átlagértékei  

SEM. A csillagok (*) szignifikáns különbséget jelölnek (p<0,05). 

                               

7. ábra – A diabetes mellitusban szenvedő betegek [DM(+), n=6] és a nem diabeteses betegek 

[DM(-), n=6] izolált koronária arterioláinak belső érátmérő változásai acetilkolin kumulatív 

dózisának hatására a NO szintáz gátló L-NAME jelenlétében. Az adatok a mért százalékos 

érátmérő változás átlagértékei  SEM. A csillagok (*) szignifikáns különbséget jelölnek 

(p<0,05). 
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         Az endothel-független direkt NO-donor, nátrium-nitroprusszid növekvő 

koncentrációjának (SNP; 0,1 nmol/L – 1 mol/L) hatására kialakult vazodilatáció mértéke 

vizsgálatainkban nem különbözött a két betegcsoport koronária mikroerein. Ezek az 

eredmények és a kezdetben kalkulált közel azonos miogén tónus a simaizom megtartott 

reaktivitását mutatja a két ércsoportban (8. ábra). 

                      

8. ábra – A diabetes mellitusban szenvedő betegek [DM(+), n=8] és a nem diabeteses betegek 

[DM(-), n=9] izolált koronária arterioláinak belső érátmérő változásai SNP kumulatív 

dózisának hatására. Az adatok a mért százalékos érátmérő átlagértékei  SEM. A csillagok 

(*) szignifikáns különbséget jelölnek (p<0,05). 

 

         Korábbi vizsgálatokban, a diabetes mellitusban megfigyelték a NO termelés 

csökkenését, vagy teljes károsodását.  Ennek a hátterében álló okok feltárására a továbbiakban 

a szelektív argináz gátló jelenlétében is (L-NOHA, 10 mol/L, 30 percig) vizsgáltuk a 

válaszokat. Míg a nem diabeteses betegek arterioláin a szelektív argináz gátló nem 

befolyásolta jelentősen az acetilkolin indukált érválaszokat, addig a diabetes mellitusban 
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szenvedő betegek koronária arterioláiban szignifikáns mértékben javította az ACh válaszokat 

(9. ábra). 

                

9. ábra - A diabetes mellitusban szenvedő betegek [DM(+), n=5] és a nem diabeteses betegek 

[DM(-), n=5] izolált koronária arterioláinak belső érátmérő változásai acetilkolin kumulatív 

dózisának hatására szelektív argináz gátló kezelés (L-NOHA, 10 mol/L, 30 percig) előtt és 

után. Az adatok a mért százalékos érátmérő átlagértékei  SEM.  A csillagok (*) szignifikáns 

különbséget jelölnek (p<0,05). 

 

         A megnövekedett argináz aktivitás csökkentheti a NO szintézishez szükséges szubsztrát, 

az L-arginin mennyiségét. Ennek igazolására, L-arginin hozzáadása után is (3 mmol/L, 30 

percig) vizsgáltuk a válaszokat. Míg a nem diabeteses betegek arterioláin az L-arginin nem 

befolyásolta az acetilkolin indukált érválaszokat, addig a diabetes mellitusban szenvedő 

betegek koronária arterioláiban szignifikáns mértékben javította azokat (10. ábra). 
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10. ábra - A diabetes mellitusban szenvedő betegek [DM(+), n=6] és a nem diabeteses 

betegek [DM(-), n=6] izolált koronária arterioláinak belső érátmérő változásai acetilkolin 

kumulatív dózisának hatására L-arginin adása ( 3 mmol/L, 30 percig) előtt és után. Az adatok 

a mért százalékos érátmérő átlagértékei  SEM. A csillagok (*) szignifikáns különbséget 

jelölnek (p<0,05). 

 

         A szelektív argináz gátlóval (L-NOHA) történő előkezelés a mikroerek kiindulási belső 

átmérőjét nem befolyásolta jelentős mértékben [DM(-): 98  10 m, DM(+): 91  7], azonban 

az L-arginin kezelés növelte az átmérőt [DM(-): 112  9 m, DM(+): 113  14]. 

 

4.2. Immunhisztokémia 

         Az immunhisztokémiai vizsgálatok alapján a DM(+) betegekből izolált erek falában az 

argináz 1 festődés jelentősen fokozott volt az endothelsejtekben összehasonlítva a DM(-) 

betegek mintáival, valamint az argináz 1 kolokalizációt mutatott az eNOS festődéssel a 

DM(+) betegekben, míg a DM(-) csoportban ez nem volt megfigyelhető (11. ábra). 
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11. ábra - Az argináz 1 és eNOS együttes immunhisztokémiai kimutatása diabetesben 

[DM(+), n=4, jobb oldal] és diabetes mellitusban nem szenvedő betegek [DM(-), n=4, bal 

oldal] koronária arterioláiban (3-4 endothelsejt egy nézetben). Az argináz 1 festést az Alexa 

597 másodlagos antitest (piros), az eNOS festést az Alexa 488 másodlagos antitest (zöld) 

mutatja. Az argináz 1 és eNOS kolokalizációját a narancs/sárga szín ábrázolja. A sejtmag 

kimutatásásra DAPI-t festést alkalmaztunk (kék).  

 

Az argináz 1 fehérje fokozott expresszióját sikerült kimutatni a DM(+) betegek koronária 

arterioláiban Western immunoblot segítségével (12. ábra).                 

                           

                                                                                                                                                                                                                                                                                

12. ábra - Az argináz 1 expersszió a diabetes mellitusban szenvedő betegek [DM(+), n=5] és 

a nem diabeteses betegek [DM(-), n=5] izolált koronária arterioláiban. Az argináz 1 
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expresszióját β-aktinra normalizáltuk. A megadott értékek átlagok ± SEM. A csillag (*) 

szignifikáns különbséget jelöli (p<0,05). 

 

         Összefoglalásként elmondhatjuk, hogy a diabetes mellitusban szenvedő betegekben 

fokozódik az argináz 1 expresszió, amely az L-arginin szubsztrát nagyobb mértékű 

felhasználása következtében csökkenti annak biológiai hozzáférhetőségét az eNOS számára, 

így csökkenti vagy teljesen eltörli a NO-mediált vazodilatációt a koronária arteriolákban. 

Feltételezzük, hogy ezen elváltozásoknak szerepe van a mikrovaszkuláris diszfunkció 

kialakulásában diabetes mellitusban. 

4.2. A magas glükóz koncentráció hatása vázizom arteriolák vazomotor működésére 

 

         Következő lépésben a szénhidrát anyagcserezavar következtében létrejövő magas 

glükóz koncentrációt hoztunk létre kísérletesen, a vázizom arteriolák vazomotor 

működésének tanulmányozására ebben a kóros állapotban. Kísérleteink során patkány 

(Wistar, hím) gracilis vázizomból izolált arteriolákat használtunk. A preparálást követő egy 

órás inkubációs idő alatt az izolált gracilis artrerioláknak spontán miogén tónusa (~30%) 

fejlődött ki anélkül, hogy bármilyen vazoaktív anyagot alkalmaztunk volna. 

Elsőként az endothel-függő vazodilatátor acetilkolin (ACh; 1 nmol/L –1 mol/L) és hisztamin 

(1 nmol/L –10 mol/L) által kiváltott válaszokat vizsgáltuk kontroll körülmények között. A 

NO szintáz gátló (L-NAME, 2 X 10
-4

 mol/L) kezelésnek nem volt hatása az acetilkolin általt 

kiváltott vazodilatációra, azonban a hisztamin válaszát szignifikánsan csökkentette (13. ábra 

A és B panel). Ennek oka, hogy az ACh elsősorban EDHF-en keresztül váltja ki az erek 

vazodilatációját és kevésbé hangsúlyos a NO útvonal szerepe. 
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13. ábra  - Wistar patkányokból izolált arteriolák hisztamin (A panel; 1 nmol/L –10 mol/L) 

és acetilkolin (B panel; 1 nmol/L –1 mol/L) növekvő dózisainak hatására kialakuló 

érválaszai a NO szintáz gátlószere, az L-NAME-mel történő inkubáció előtt és után normál 

glükóz szint jelenlétében. Az adatok a mért százalékos dilatációk átlagértékei  SEM. A 

csillagok (*) szignifikáns különbséget jelölnek (p<0,05). 
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         A következő kísérletekben az arteriolákat magas glükóz koncentrációjú oldatban (30 

mmol/L, 2 órás inkubáció) inkubáltuk és ismét megvizsgáltuk az acetilkolin és hisztamin 

válaszokat. A magas glükózszint szignifikánsan csökkentette a hisztamin által kiváltott 

vazodilatációt, míg az acetilkolin válaszra nem volt hatással. Hiperozmotikus kontroll 

kísérletekben a hisztamin válasz nem változott mannitol (25 mmol/L, 2 órás inkubáció) 

jelenlétében (14. ábra A és B panel). 

         

 

14. ábra - Wistar patkányokból izolált arteriolák hisztamin (A panel; 1 nmol/L –10 mol/L) és 

acetilkolin (B panel; 1 nmol/L –1 mol/L) növekvő dózisainak hatására kialakuló érválaszai 

normál glükóz (5.5 mmol/L), magas glükóz (30 mmol/L) és mannitol (25 mmol/L) 

jelenlétében. Az adatok a mért százalékos dilatációk átlagértékei  SEM. A csillagok (*) 

szignifikáns különbséget jelölnek (p<0,05). 
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         A NO szintáz gátlónak (2 X 10
-4

 mol/L) nem volt hatása a magas glükóz koncentrációjú 

oldattal (30 mmol/L) kezelt arteriolák hisztamin és acetilkolin válaszára (15. ábra A és B 

panel).  

 

 

15. ábra - Wistar patkányokból izolált arteriolák hisztamin (A panel; 1 nmol/L –10 mol/L) és 

acetilkolin (B panel; 1 nmol/L –1 mol/L) növekvő dózisainak hatására kialakuló érválaszai 

magas glükóz koncentráció (30 mmol/L) és L-NAME (2 X 10
-4

 mol/L) jelenlétében. Az adatok 

a mért százalékos dilatációk átlagértékei  SEM.   

 

 A HBP útvonal egyik kulcs enzime az L-glutamin-D-fruktóz-6-foszfát amidotranszferáz 

(GFAT). A GFAT enzim antagonista azaserin (20 µmol/L), a hisztamin indukálta 

vazodilatációt a kontroll (normál glükóz koncentrációjú) válasz szintjére emelte vissza a 

magas glükóz szintnek kitett gracilis erekben. Az azaserin és a magas glükóz koncentráció 

jelenlétében a NO szintáz gátló (L-NAME) adására a hisztamin kiváltotta vazodilatáció 

mértéke szignifikánsan csökkent (16. ábra).  
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16. ábra - A hisztamin (1 nmol/L –10 mol/L) növekvő dózisának hatására kialakuló 

érválaszok magas glükóz koncentráció (30 mmol/L) jelenlétében, azaserin kezelés előtt és 

után, valamint L-NAME (2 X 10
-4

 mol/L) azonfelüli adásával. Az adatok a mért százalékos 

dilatációk átlagértékei  SEM. A csillagok (*) szignifikáns különbséget jelölnek (p<0,05). 

 

A HBP-n való átáramlás kísérleti úton növelhető exogén glükózamin adásával, mely a glükóz 

-transzporter rendszeren keresztül jut be a sejtekbe, glükózamin-6-foszfáttá foszforilálódik 

hexokinázok által, így képes megkerülni a HBP sebességét szabályozó GFAT enzimet, ezáltal 

gyors UDP-GlcNAc szint emelkedést eredményezve. A következőekben a glükózamin 

(5mmol/L) hatását vizsgáltuk izolált gracilis arteriolákon. A hisztamin indukálta vazodilatáció 

szignifikánsan csökkent glükózamin adására, azonban az azaserinnel való inkubációnak nem 

volt hatása, a magas glükóz esetéhez hasonlóan (17. ábra). 
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17. ábra - A hisztamin (1 nmol/L –10 mol/L) növekvő dózisának hatására kialakuló 

érválaszok glükózamin (5 mmol/L) jelenlétében, azaserin kezelés előtt és után, valamint 

normál gkükóz jelenlétében. Az adatok a mért százalékos dilatációk átlagértékei  SEM. A 

csillag (*) szignifikáns különbséget jelöl (p<0,05). 

 

Vizsgálatainkat kiterjesztettük az endothelium-független nitroprusszid-nátrium (SNP) 

vazodilatátorra, valamint a simaizmon ható vazokonstriktor norepinefrin (NE) és szerotonin 

(5HT) anyagokra. Kontroll körülmények között a NO-donor SNP növekvő dózisának adására 

az izolált gracilis arteriolák jelentős mértékű vazodilatációja alakult ki, míg a NE és az 5-HT 

vazokonstrikciót okozott. Mindhárom esetben a magas glükóz koncentrációjú (30 mmol/L) 

kezelésnek nem volt hatása a SNP, 5-HT és NE válaszokra (18. ábra. A,B,C panel) 



 

 

46 

 

                                

18. ábra - Izolált vázizom  arteriolák 5-HT (A panel; 1 nmol/L –1 mol/L); NE (B panel; 0.3 

nmol/L –0.1 mol/L) és SNP (C panel; 1 nmol/L –1 mol/L) növekvő dózisainak hatására 

kialakuló érválaszai normál (5.5 mmol/L) és magas glükóz koncentráció (30 mmol/L) 

jelenlétében. Az adatok a mért százalékos érátmérő változás átlagértékei  SEM. 
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4.3. Western immunoblot 

 

 

          A magas glükóz koncentráció és glükózamin adás molekuláris szintű hatásának 

felderítéséhez Western immunoblot analízist végeztünk. Első lépésben, izolált femorális 

artériákban vizsgáltuk a fehérjék O-GlcNAc szintjének a változását. A magas glükóz 

koncentrációnak és glükózaminnak kitett mintákban, az O-GlcNAc szintje szignifikánsan 

megemelkedett a kontroll csoporthoz képest (19. ábra). 

                                           

19. ábra - Reprezentatív Western immunoblot (A panel) és az oszlopdiagramm (B panel) 

mutatja a fehérjék O-GlcNAc szintjét normál glükóznak (5.5 mmol/L); magas glükóznak (30 

mmol/L) és glükózaminnak kitett vázizom artériákban (n = 4). A 140 kD sávot denzitáltuk, 

ami az eNOS szintjének felel meg. Az O-GlcNAc expresszióját β-aktinra normalizáltuk. A 

megadott értékek átlagok ± SEM.  A csillagok (*) szignifikáns különbséget jelölnek (p<0,05). 
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Második lépésben arra kerestük a választ, hogy az endotheliális nitrogén-monoxid szintáz 

foszforiláltsági szintje hogyan változik magas glükóz koncentráció hatására. Ismert, hogy 

reciprok kapcsolat van a foszforiláció és az O-GlcNAc-glikoziláció között – tekintettel arra, 

hogy a foszforilációt végző kinázok ugyancsak a szerin/treonin kötőhelyeket célozzák. A 

Ser1177 hely foszforiláltsága az endotheliális nitrogén-monoxid szintáz enzimen, annak 

aktivációjához vezet. A magas glükóz koncentrációval kezelt femorális artériákban a 

(P)eNOS szintje szignifikánsan csökkent a kontroll csoporthoz hasonlítva (20. ábra). 

                 

    
 

20. ábra. -  Reprezentatív Western immunoblot (A panel) és az oszlopdiagramm (B és C 

panel) mutatja a fehérjék O-GlcNAc, eNOS és (P)eNOS szintjét normál (5.5 mmol/L); magas 

glükóznak (30 mmol/L) és glükózaminnak kitett vázizom artériákban (n = 4). Az O-GlcNAc és 

eNOS expresszióját β-aktinra, míg a P-eNOS expresszióját eNOS-ra normalizáltuk. A 

megadott értékek átlagok ± SEM. A csillag (*) szignifikáns különbséget jelöl (p<0,05). 

A 
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5. MEGBESZÉLÉS 

 

         Annak ellenére, hogy az 1-es és 2-es típusú diabetes mellitus ma már jól kezelhető, 

szövődményei még ma is vezető helyet foglalnak el a halálozási statisztikában. A 

változatlanul magas mortalitás 80%-ban kardiovaszkuláris eredetű. Ennek okaként elsősorban 

a hiperglikémia következtében kialakult mikro- és makroangiopátia jelentőségét 

hangsúlyozzák. A UKPDS (United Kingdom Prospective Diabetes Study) vizsgálatban a 2-es 

típusú diabetes mellitus észlelésekor a betegek 33%-ánál a makroangiopátia mellett már jelen 

vannak a mikroangiopátiás eltérések is. Míg 1-es típusú diabetes mellitusban a tartósan 

fennálló anyagcserezavar késői kísérőbetegségeként észleljük, addig 2-es típusú diabetesben, 

a diffúz endothel károsodás következtében, a koronária betegség már jelen lehet az 

egyértelmű hiperglikémia észlelése előtt, az inzulinrezisztencia időszakában [120, 121]. A 

klinikai tapasztalat egyértelműen azt mutatja, hogy diabetes mellitusban a mortalitás és 

morbiditás jelentős hányadáért a koronária betegség kialakulása tehető felelőssé, 

mindazonáltal a háttérben húzódó mechanizmusok még mindig nem teljesen tisztázottak. Még 

kevesebb ismeretünk van a rezisztencia erek szintjén játszódó változásokról.  

         Tudományos kutatásaimban ezért célul tűztem ki, hogy tanulmányozzam a diabetes 

mellitusban a humán koronária erek vazomotor működésében létrejövő elváltozásokat. E cél 

érdekében a szívsebészeti műtéten átesett betegekből származó, izolált koronária 

mikroerekben vizsgáltam a létrejövő patológiás mechanizmusokat és lehetséges okait az 

endothel-függő és simaizom által közvetített vazomotor működésében. Továbbá célul tűztem 

ki, hogy feltárjam az egyes vázizom mikroerek vazomotor működészavarában szerepet játszó 

lehetséges mechanizmusokat, különös tekintettel a megemelkedett glükóz koncentráció 

mikrovaszkuláris hatásaira. 
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5.1. Diabetes mellitus hatása a koronária mikroerek vazomotor működésére 

         Korábban azt feltételezték, hogy a diabetesben csökkent koronária áramlás fő oka a 

nagyerek atherosclerosisa. Nitenberg és mtsai bebizonyították, hogy diabetesben a koronária 

áramlási rezervkapacitás csökkenése már azelőtt igazolható, mielőtt még az angiographián, 

vagy a bal kamra szisztolés funkciójában valami kóros változás megjelenne [50]. Mindezek 

alapján feltételezték, hogy a diabetesben látható koronária áramlásirezerv-csökkenésért nem 

az epikardialis erek atherosclerosisa tehető felelőssé, hanem a koronária mikrovaszkulatura 

csökkent dilatátor kapacitása [49, 50]. Az érfalfüggő vazoregulátor mechanizmusok 

megváltozását a diabetes állatkísérletes modelljeiben már korábban kimutatták: bizonyítottan 

csökkent az áramlás [47] és az agonista [48] által kiváltott endothel-függő dilatáció. A nagy 

konduktancia artériák szintjén az endothel-függő vazodilatáció csökkent volta már a humán 

diabeteses mintákban is kimutatott [22]. Azonban a diabetes mellitus kiserekre, főként a 

humán koronária arteriolákra kifejtett kóros hatásáról keveset tudunk.  

A NO fontos szerepet tölt be az érátmérő szabályozásában testszerte, így a koronária 

arteriolák átáramlásában is [122].  Nagyszámú kutatási eredmény mutatja a nagy- és 

rezisztencia erek csökkent NO termelését diabetes mellitusban [16, 123-125]. A diabeteses 

betegek koronária ereiben kimutatott endothel diszfunkció kórélettani szerepe és a hátterében 

húzódó mechanizmusok még nem teljesen ismertek. Kísérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy a 

szívműtéten átesett betegek jobb fülcséjéből izolált koronária arteriolákon az endothel-függő 

vazodilatátor ACh vazokonstrikciót indukált mind a diabeteses mind a nem diabeteses 

csoportban egyaránt, feltételezhetően az eNOS kóros működése következtében. A NO szintáz 

gátló L-NAME kezelésnek nem volt hatása a kialakult válaszra. Ezek az eredmények a NO 

mediálta vazomotor válasz hiányára utalnak mind a diabeteses és nem diabetes csoportban 

egyaránt. Az endothel-független, direkt NO-donor SNP hatására kialakult vazodilatáció 

mértéke vizsgálatainkban nem különbözött a két betegcsoport koronária arterioláiban, ami 
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arra utal, hogy a szolubilis guanilát cikláz és a cGMP-függő jelátvitel megtartott a 

simaizomban. A humán koronária arteriolákon végzett kísérletek egyik limitáló tényezője az 

igazi kontroll hiánya. Fiatal, koronária betegségben nem szenvedő egyedekből (billentyű 

műtét) származó jobb pitvari fülcséből izolált koronária arteriolák, 0.1 µmol/L ACh hatására 

jelentős (~60%) vazodilatációt mutattak, amely L-NAME jelenlétében gátolható volt (Bagi, 

munkacsoportunk nem közölt eredménye), utalva ezzel a NO útvonal jelentős szerepére a 

humán koronária arteriolákban.  

Az utóbbi években, az oxidatív stressz a kutatások középpontjába került , mint lehetséges ok a 

csökkent NO termelésre diabetes mellitusban [22, 47]. Egy munkacsoport antioxidáns C-

vitamin adására, a brachiális artéria dilatációjának a javulását tapasztalta DM-ban [126]. 

Azonban előfordultak olyan esetek is, ahol nem sikerült kimutatni az antioxidánsok 

prevenciós hatását a vaszkuláris komplikációk megelőzésében [127-129], valamint 

munkacsoportunk korábban azt találta, hogy szuperoxid dizmutáz adása nem gátolta meg a 

vázizom arteriolák dilatációját diabeteses patkányokban [130]. A fenti eredmények alapján 

arra következtetünk, hogy az oxidatív stressz nem az egyedüli oka a kialakult vaszkuláris 

funkciózavarnak diabetes mellitusban. A NO szintézishez különböző kofaktorok és 

szubsztrátok szükségesek, mint például tetrahydrobiopterin és L-arginin [26, 131, 132]. Ezen 

anyagoknak a biológiai hozzáférhetősége az eNOS számára csökkent diabetes mellitusban . 

Orális glükóz terhelésnek kitett egészséges egyedekben csökkent brachiális áramlást 

tapasztaltak, ami előzetes BH4 kezeléssel megelőzhető volt [133], valamint L-arginin adása 

orálisan vagy intravénásan javítja az endothel diszfunkciót diabeteses betegekben [134].  Az 

L-arginin adása felvet bizonyos kételyeket, mert a NO szintáz szükséges L-arginin Km értéke 

2.9 µmol/l, az L-arginin intracelluláris koncentrációja 0.1-1mmol/l között változik, ami jóval 

meghaladja az eNOS igényeit. Ez a jelenség az úgynevezett „arginin paradox”. Újabb 

eredmények felvetik az argináz lehetséges szerepét az L-arginin szintjének csökkenésében az 
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eNOS közvetlen közelében, ezáltal befolyásolva a NO szintézis mértékét [131]. Ezzel 

összhangban, egy másik munkacsoport fokozott argináz 1 aktivitást mutatott ki diabeteses 

patkányok koronária arterioláiban [99]. 

Ezek a megfigyelések felvetik az argináz szerepét a diabetes mellitusban kialakuló endothel 

diszfunkcióban, ezért diabeteses humán koronária arteriolákban tanulmányoztam az argináz 

expresszióját. Az immunhisztokémiai vizsgálatok során a diabeteses betegekből izolált erek 

falában az argináz 1 festődés jelentős fokozódását találtuk az endothelsejtekben, 

összehasonlítva a nem diabeteses betegek mintáival, valamint az argináz 1 kolokalizációt 

mutatott az eNOS festődéssel a diabeteses betegekben, míg a nem diabeteses csoportban ez 

nem volt megfigyelhető. Az argináz 1 fehérje fokozott expersszióját sikerült kimutatni a 

diabeteses betegek koronária arterioláiban Western immunoblot segítségével is. A fokozott 

argináz 1 expresszió funkcionális következményeinek a feltárására, a diabeteses és nem 

diabeteses betegekből származó koronária arteriolák L-argininnel történő inkubációja a 

diabeteses csoportban visszaállította az endothel függő agonista által kiváltott vazodilatációt, 

amely során az ACh vazodilatációt váltott ki az L-argininnel történő inkubáció előtt 

megfigyelt vazokonstrikció helyett. A nem diabeteses csoport esetében nem tapasztaltunk 

változást az ACh indukálta válaszban L-argininnel történő inkubáció esetén. A 

megnövekedett argináz aktivitás további alátámasztására, a szelektív argináz gátló (L-NOHA) 

alkalmazására az ACh szintén vazodilatációt váltott ki a diabeteses csoportban, míg a válasz 

változatlan maradt a nem diabeteses betegekből származó koronária arteriolában. Mivel nem 

áll rendelkezésünkre szelektív argináz 1 vagy 2 gátló, ezért nem tudjuk kizárni az argináz 2 

lehetséges szerepét a diabetesben kialakult endothel diszfunkcióban. Azonban, Romero és 

munkatársai streptozotocin injekcióval létrehozott diabetikus egerek aortáján vizsgálták az 

argináz két izoformájának, az argináz 1(AI) és 2(AII)-nek a hatását az endothel függő 

vazodilatációra, valamint felmérték az erek fibrotikus állapotát és stiffness-ét. Diabetes 
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mellitusban az endothel-függő vazodilatáció szignifikánsan csökkent a wild type (WT, 53%) 

és az AI
+/+

AII
-/-

 (44%) aortákban, összehasonlítva az AI
+/-

AII
-/- 

(27%)
 
egerekből származó 

mintákkal. Az erek stiffness-e és a koronáriák fibrózisa szintén szignifikánsan fokozott volt 

WT és az AI
+/+

AII
-/- 

 egerekben, amely arra utal,  hogy az argináz 1-nek jelentős szerepe van a 

diabetes mellitusban létrejövő endothel diszfunkcióban [135]. Azonban, állnak rendelkezésre 

olyan kutatási eredmények is, amelyekben az argináz 2 fokozott expresszióját figyelték meg. 

Goto-Kakizaki diabeteses patkányok koronária vazomotor funkciózavarát mutatták ki, amit 

argináz inhibitor adása javított, valamint az aortában emelkedett argináz 2 expressziót találtak, 

míg az argináz 1 változatlan maradt [136].  Azok a mechanizmusok, amelyek a fokozott 

argináz 1 expresszióhoz vezetnek a diabeteses betegek koronária arterioláiban továbbra is 

tisztázatlanok. Ismert, hogy az inzulin gátolja az urea ciklus enzimeinek az expresszióját és a 

kialakult inzulin reszisztencia (T2DM), vagy abszolút inzulin hiány (T1DM) következtében 

ez a regulációs mechanizmus károsodik és hozzájárul a fokozott argináz 1 expressziójához. A 

vizsgálataink során felvetődött az a kérdés, hogy azon betegeknél, akik nem szenvedtek 

diabetes mellitusban, viszont más kardiovaszkuláris és egyébb betegségeik voltak, a koronária 

arteriolák nem mutattak javulást az L-NOHA és L-arginin kezelésre, amely kizárja a fokozott 

argináz expresszió lehetőségét. Így a károsodott endothel-függő vazodilatáció hátterében 

egyéb mechanizmusok lehetnek, mintpéldául a megemelkedett endogen NO  szintáz inhibitor 

ADMA [137], vagy csökkent kofaktorok (BH4) szintje [133]. Összefoglalásként 

elmondhatjuk, hogy a diabetes mellitusban szenvedő betegekben fokozódik az argináz 1 

expresszió, amely az L-arginin szubsztrát nagyobb mértékű felhasználása következtében 

csökkenti annak biológiai hozzáférhetőségét az eNOS számára, így csökkenti vagy teljesen 

eltörli a NO-mediált vazodilatációt a koronária arteriolákban. Feltételezzük, hogy ezen 

elváltozásoknak szerepe van a mikrovaszkuláris diszfunkció kialakulásában diabetes 

mellitusban. 
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5.2. A magas glükóz koncentráció hatása a vázizom mikroerek vazomotor működésére 

         Korábbi vizsgálatokban kimutatták, hogy a magas glükóz koncentráció károsítja az 

áramlás-mediálta endothel-függő vazodilatációt és a különböző endothel-függő agonisták által 

kiváltott vazodilatációt, ezáltal hozzájárulva a kardiovaszkuláris betegségek kialakulásához 

[138-142]. A magas glükóz koncentráció hatására létrejövő elváltozások kialakulásáért több 

molekuláris mechanizmust tesznek felelőssé, többek között a polyol utat, a fehérjék nem 

enzimatikus glikációját (előrehaladott glikációs végtermékek: AGE-advanced glycation end 

products), a HBP útvonalat és a Protein kináz C (PKC) aktivációt [143]. A polyol út 

feltételezhetően a fokozott oxidatív stressz következtében fejti ki káros hatását, ugyanis az 

aldóz reduktáz, mely a glükózt szorbitollá alakítja, depletálja a sejt NADPH tartalmát, s ezen 

keresztül a redukált glutationt is, így az egyensúly az oxidatív irányba mozdul el [144]. Az 

AGE képzés mind sejten belül, mind extracellulárisan olyan nem-specifikus glikált fehérjéket 

eredményez, melyek közvetlenül vagy közvetve, jelátviteli folyamatokat beindítva járnak 

káros következményekkel [145, 146]. A glükóz úgyszintén növeli de novo a diacil-glicerol 

(DAG) szintjét, mely a PKC aktiválásához vezet. A PKC számos folyamat beindítója, 

növekedési faktorok termelődését serkenti (VEGF, transzformáló növekedési faktor-β [TGF-

β]), NAD(P)H oxidázon keresztül növeli a szabadgyökök mennyiségét, valamint csökkenti az 

eNOS aktivitását [147]. A HBP megemelkedett fluxusa hiperglikémia következtében a 

fehérjék szerin és treonin oldalláncainak O-GlcNAc glikozilációját eredményezi. Tartósan 

magas glükóz-expozíció az egyensúlyt a fokozott glikoziláció irányába tolja el, amely 

különböző kóros folyamatok beindításához vezet. 

Jelen kutatásaimban ezért a magas glükóz koncentráció vázizom arteriolák vazomotor 

működésére gyakorolt hatását tanulmányoztam. Továbbá, vizsgáltam az elváltozások 

hátterében álló endothel- és simaizom sejtek által közvetített mechanizmusokat is.  

Kísérleteinkben azt találtuk, hogy a patkány gracilis vázizmából izolált arteriolákban a magas 
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glükóz koncentráció hatására a hisztamin által kiváltott dilatáció teljes mértékben gátlódott, 

összehasonlítva a kontroll csoporttal. A hisztamin által kiváltott dilatáció endothel-függő, H1 

receptoron keresztül mediált [148, 149]. A hisztamint választottuk az eNOS működésének 

vizsgálatára magas glükóz koncentráció esetén, mivel korábban kimutattuk, hogy az L-

NAME-nek jelentős gátló hatása van a hisztamin által kiváltott vazodilatációra a gracilis 

arteriolán, amely a NO súlyozott szerepére utal [150]. Továbbá, vizsgáltuk az ACh (szintén 

endothel-függő vazodilatátor) által kiváltott vazodilatációt, de ebben az esetben a magas 

glükóz koncetrációjú oldatban történt kezelésnek nem volt hatása az ACh válaszra. Az 

általunk vizsgált vázizom mikroerekben az acetilkolin választ csupán kismértékben közvetíti a 

NO és legnagyobb részben a választ az ún. endothel-dependens hiperpolarizáló faktor 

(EDHF) mediálja. Ismert, hogy az EDHF válasz kialakításában feltehetőleg egyéb K
+
 

csatornák, így az intermedier konduktanciájú K
+
 csatornák (IKCa), és lassú konduktanciájú K

+
 

csatornák (SKCa) játszanak szerepet. Munkacsoportunk korábban kimutatta az acetilkolin által 

kiváltott vazodilatáció szignifikáns csökkenését apamin és TRAM-34 (SKCa és IKCa csatorna 

blokkolók) jelenlétében patkány gracilis arteriolákon [150, 151]. Annak alapján, hogy az 

acetilkolin válasz csak kismértékben csökkent a magas glükózzal kezelt vázizom 

mikroereiben arra következtetünk, hogy az EDHF válasz, illetve az azt kialakító K
+
 csatorna 

aktiváció megtartott lehet és kevésbé érzékeny a magas glükóz szintre.  

A magas glükóz kezelés hatására kialakult károsodott hisztamin indukálta vazodilatáció 

megelőzhető volt a HBP útvonal egyik sebesség-meghatározó enzimének, a GFAT-nek 

(amely a fruktóz-6-foszfátot alakítja glükózamin-6-foszfáttá) a gátlásával azaserinnel, ami az 

O-GlcNAc típusú glikoziláció jelentőségére utal ebben a folyamatban. Ennek alátámasztására 

a GFAT enzimet kikerülő glükózaminnal történő inkubáció szignifikánsan csökkentette a 

hisztamin által kiváltott vazodilatációt, azonban az azaserinnel történő inkubáció nem javította 

a károsodott vazodilatációt a magas glükóz koncentrációjú csoporttal összehasonlítva. Ennek 



 

 

56 

oka: a HBP útvonal fluxusa emelhető glükózamin exogén adásával, amely a glükóz transzport 

rendszeren keresztül bejutva a sejtekbe, hexokinázok segítségével glükózamin-6-foszfáttá 

alakul, ezáltal hozzájárul az UDP-GlcNAc szint emelkedéséhez és a következményes O-

GlcNAc fehérje glikozilációhoz a GFAT enzim megkerülésével. Az endothel független, direkt 

NO donor (SNP) vazodilatátor hatásában nem találtunk különbséget a kontroll erekhez 

viszonyítva, ami arra enged következtetni, hogy a vaszkuláris simaizom NO érzékenysége 

nem változik magas glükóz koncentráció hatására. Hasonló eredményeket mutattak ki 

fruktózzal etetett inzulin rezisztens patkányok a. cerebri mediajában, ahol csökkent mértékű 

endothel-függő vazodilatációt találtak, míg az endothel független SNP-kiváltott dilatáció nem 

különbözött a kontroll csoporthoz viszonyítva [152]. A simaizom sejteken ható 

vazokonstriktor norepinefrin és szerotonin hatásában szintén nem találtunk különbséget a 

kontroll és a magas glükóz csoport között. Azonban rendelkezésre állnak olyan tanulmányok, 

ahol streptozotocinnal kezelt patkányokban a norepinefrin [153] és a hisztamin [154] által 

kiváltott konstrikció csökkenését találták. A funkcionális eredményekkel összhangban, a 

fehérjék fokozott O-GlcNAc típusú glikozilációját találtuk a magas glükózzal és 

glükózaminnal kezelt vázizom arteriolákban a kontroll csoporthoz képest. Ismert, hogy 

reciprok kapcsolat van a foszforiláció és az O-GlcNAc glikoziláció között – tekintettel arra, 

hogy a foszforilációt végző kinázok ugyancsak a szerin/treonin kötőhelyeket célozzák. A 

Ser1177 hely foszforiláltsága az endotheliális nitrogén-monoxid szintáz enzimen annak 

aktivációjához vezet. A magas glükózzal kezelt femorális artériákban szignifikánsan csökkent 

az eNOS foszforiláltsági állapota a Ser1177 helyen a kontroll csoporthoz hasonlítva. 

Előzőekben, magas glükóz koncentrációnak kitett sertés aorta endothelsejteken kimutatták az 

eNOS Ser1177 helyének a gátolt foszforilációját és Th495 (inhibitor hely, ha foszforilált az 

eNOS inaktivációjához vezet) defoszforilációjának csökkenését bradykinin hatására [155]. 

Ezért lehetséges, hogy a fehérjék O-GlcNAc típusú glikozilációja interferál mind az 
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aktivációs, mind az inhibitor helyekkel az eNOS enzimen [156]. Különböző irodalmi adatok 

az eNOS  Thr495 oldalláncának változatlan foszforiláltsági szintjét írták le fokozott O-

GlcNAc glikoziláció esetén. Musicki és munkatársai alloxannal indukált diabetikus patkányok 

peniszében változatlan, a kontrollhoz hasonló Thr495 foszforiláltsági állapotot mutattak ki. 

Szintén változatlan foszforiláltsági szintet találtak két további helyen, a Ser-615, 633-on, 

amelynek oka  strukturális sajátságokon is alapulhat [117]. Lima és munkatársai PUGNAc 

(O-GlcNAcase inhibitor) alkalmazásával gátolták az O-GlcNAC csoportok eltávolítását a 

fehérjékről, ami után változatlan maradt az eNOS Thr495 foszforiláltsága, de a Ser1177 

helyen csökkent foszforilációt mutattak ki [157].  

         Összefoglalásként elmondhatjuk, hogy a magas glükóz koncentrációnak és 

glükózaminnak kitett patkány vázizom arterioláiban fokozódik az érfali fehérjéknek az O-

GlcNAc típusú glikozilációja, ami hozzájárul a csökkent endothel-függő vazodilatáció 

kialakulásához hisztamin által, feltehetőleg az eNOS aktivációs helyének, a Ser1177-nek a 

csökkent foszforilációja által. Eredményeink alapján feltételezzük, hogy a fokozódott fluxus a 

HBP útvonalon keresztül kulcsszerepet játszik a diabetes mellitus korai és előrehaladottabb 

stádiumában kialakuló vazomotor diszfunkció kialakításában. Kísérletes eredményeink 

alapján azt gondoljuk, hogy a magas glükóz koncentráció és következményes fehérje 

glikoziláció már a diabetes korai szakaszában károsítja az endothel dilatátor működését, míg a 

simaizom szabályozásában szerepet játszó mechanizmusok megtartottak maradhatnak. 

Felvetődő további kérdések, hogy az O-GlcNAc fehérje glikoziláció in vivo hogyan 

befolyásolja a rezisztencia erek vazoreaktivitását és, hogy ezen mechanizmusok 

hozzájárulhatnak-e a vaszkuláris rezisztencia fokozódásához és a hipertónia kialakulásához, 

valamint a diabetes mellitus egyéb kardiovaszkuláris szövődményeihez. 
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6. ÖSSZEFOGLALÁS 

 

         A diabetes mellitusban a rezisztencia erek vazomotor működése megváltozik, aminek 

természete és a hátterében álló pontos kórélettani mechanizmusok nem kellően ismertek. 

Kutatásainkban ezért célul tűztük ki, hogy szívsebészeti műtéten átesett, DM-ban szendvedő 

betegekből származó, izolált koronária mikroerek segítségével vizsgáljuk a rezisztencia erek 

endothel- és simaizom-függő vazomotor működésének elváltozásait. Továbbá, vizsgáltuk a 

magas glükóz koncentráció és glükózamin mikroér vazomotor működésre gyakorolt hatását, 

és a mögötte álló mechanizmusokat. A kutatásaink során az alábbi új megállapításokat tettük: 

1) a szívműtétből származó koronária erek működése károsodik mind a diabeteses és nem 

diabeteses betegekben, azonban 2) a diabeteses betegekből izolált koronária arteriolák argináz 

gátló kezelés hatására, vagy L-arginin adására jelentős javulást mutattak az endothel-függő 

agonista (ACh) által kiváltott vazodilatációban a nem diabeteses betegekhez viszonyítva. 

Ezek alapján feltételezzük, hogy az argináz fokozott expressziójának szerepe van a koronária 

arteriolák károsodott működésében DM-ban. Kísérleteink más részében azt találtuk, hogy 3) a 

magas glükóz vagy glükózamin kezelés gátolta a hisztamin által kiváltott vazodilatációt a 

vázizom arterioláiban, aminek a hátterében a hexózamin bioszintézis útvonal fokozott fluxusa 

következtében létrejövő fehérje glikoziláció áll, amely gátolja az eNOS foszforilációját és 

ezáltal annak aktivációját, hozzájárulva a vazomotor működési zavar kialakulásához. 

Eredményeink alapján feltételezzük, hogy a kardiovaszkuláris betegségekben kialakuló 

vazomotor funkciózavar kialakulásában az érfali fokozott argináz expresszió kulcsszerepet 

játszik a diabeteses betegekben. Valamint, a diabetesre jellemző magas glükóz szint hatására 

fokozódik a fehérjék glikozilációja, ami hozzájárulhat a DM korai és előrehaladottabb 

szövődményeinek a kialakulásához. Mindezen eredmények felvetik, hogy az argináz 1 és a 

HBP gátlásának, vagy L-arginin adásának potenciális szerepe lehet a diabetes mellitussal 

társuló kórképek 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-GlcNAcylation 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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