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1. BEVEZETES

1.1 Kardiovaszkularis megbetegedések diabetes mellitusban

A diabetes mellitus (DM) a XXI. szdzad elejének egyik legjelentdsebb
népegészségiigyi problémdjava valt és elékeld helyet foglal el a nem fert6z6 Un.
"civilizacios" betegségek sordban. A Nemzetk6zi Diabetes Szovetség adatai
szerint a 2011-ben 366 millidra tartott diabeteses betegek szama (20 éven
felilliek korében) 2030-ra varhatéan 552 milliéra fog novekedni (jelenleg
Magyarorszagon 570 ezer diabeteses beteg €l). A DM-nak a jelentds részét
(~90%-4at) a felndtt korban manifesztalodo 2-es tipus teszi ki, amely- a jelenlegi
prevalencia-adatok ¢és a varhatdo incidencia-ndvekedés, ill. a tarsulo
kardiovaszkularis szovodmények folytan - vilagméretli gondokat okoz. DM-ban
a kardiovaszkularis megbetegedések kialakuldsanak kockézata a nem
cukorbeteg populacidohoz viszonyitva fokozott. Megddbbentd statisztikai adat,
hogy DM-ban a szivinfarktus kialakulasanak kockazata a mar korabban egyéb
okbol szivinfarktuson atesett betegek rizikofokozodasaval egyenlé nagysagu.

A DM-ban kialakul6é atherosclerosis klinikai koérformdi koézott kiemelt
jelentéséglick a coronaridk érintettségén alapuld megbetegedések, a
cerebrovaszkularis sz6vodmények és az alsd végtagi artérias keringési zavar
kovetkezményei. Az atherosclerosis korfejlodésébdl adddoan az egyik
érteriileten mutatkozo korképek észlelése esetén joggal feltételezhetd, s ezért
vizsgalando a szervezet egyéb érteriileteinek érintettsége is. DM-ban gyakran
¢szlelhetd hipertonia, melynek pathomechanizmusa a diabetes két alapvetd
tipusdban egymastol eltér. Mig 1-es tipusu diabetes mellitusban (T1DM) a
hipertonia a diabeteses nephropathia egyik jellemz0 tiineteként van jelen, addig
2-es tipusu diabetes mellitusban (T2DM) a hiperténia kialakulasat a metabolikus
szindroma koncepcidja alapjan értelmezziik. Nephropathiahoz tarsuld hipertonia
azonban el6fordulhat T2DM-ban is. Osszefoglalva, DM-ban a kis ereket érintd

microangiopathia talajan kialakuld6 nephropathia, neuropathia, retinopathia,
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cerebralis-, kardidlis, €s als6é veégtagi mikrokeringési zavarok nagymeértékben
hozzajarulnak az e betegségben szenveddk fokozott morbiditasi és mortalitasi
rizikdjdhoz. A megvaltozott mikroér miikodés természete és a hatterében 4llo
pontos korélettani mechanizmusok azonban nem kellden ismertek, ezért a
szoveti keringést fenntartd, illetve az azt javitd terapids lehetéségek még nem

kelld mértékben kidolgozottak.

1.2 Az L-arginin szerepe a kardiovaszkularis betegségekben

Az elmult években az L-arginin a kutatasok kozéppontjaba keriilt a NO
szintézisben betoltott szerepe miatt, valamint az allatkisérletes modellekben
tapasztalt kedvezd hatdsai kovetkeztében, ahol annak egyszerli adasa
megallitotta, vagy visszaforditotta az erek atherogenézisét. Korabbi klinikai
vizsgalatokban kimutattak, hogy 5g L-arginin adasa oralisan vagy intravéndsan
naponta, novelte a NO felszabadulast endothel diszfunkcidéval rendelkezd
betegekben. Exogén L-arginin addsara az eNOS aktivacidja jon létre annak
ellenére, hogy az L-arginin mar eleve feleslegben van jelen, ez az ,,arginin-
paradox”-nak nevezett jelenség. Az L-arginin szintje a plazméban nem valtozik
kardiovaszkularis betegségekben, azonban felvetddott, hogy a bioldgiai
hozzaférhetdsége csokkent az eNOS szdmara a megndvekedett argindz aktivitas
kovetkeztében, amely ezaltal az NO produkcid csokkenéséhez vezet. Az eNOS
endogén inhibitoranak az aszimmetrikus dimetil-arginin-nek (ADMA), a
megemelkedett szintje pathofiziologids allapotokban (pl kardiovaszkularis
betegség) gatolja a NO termelést. Az ADMA az L-arginin helyére kotdédve
gatolja az eNOS miikodését, amely felveti azt a hipotézist, hogy L-arginin adasa
hatasos az emelkedett ADMA szinttel rendelkezd betegekben, de hatastalan
normal, vagy alacsony ADMA szint esetén. Az L-arginin elsé klinikai
alkalmazasa kardiovaszkularis betegségben szenvedd betegeken 1991-ben
Drexter €s munkatarsai nevéhez flizodik. Koronaria-katéterezés kozben ACh-t

¢s L-arginint jutattak a koronaria erekbe ¢€s mérték az aramlasfokozodast. A



kardiovaszkularis betegségben szenvedOk esetében jelentds dramlas novekedest
tapasztaltak, mig kontroll esetekben az L-arginin addsanak nem volt hatésa.

Az eddigi kutatasi eredmények szerint, az L-arginin ordlis alkalmazésa
effektiv azokban az egyénekben, ahol az endothelialis L-arginin-NO
metabolizmus karosodott. Ennek okai lehetnek 1.) megndvekedett L-arginin
vesztés veseelégtelenség kovetkeztében 2.) megndvekedett L-arginin igény a
fokozott argindz miikodés hatasara 3.) valamint az endogén eNOS inhibitor
ADMA megemelkedett koncentracioja. Ezen eredmények azt mutatjak, hogy az
L-arginin oralis addsa alkalmas lehet a kardiovaszkularis betegségek kezelésére
egy bizonyos betegpopulacidban, azonban keveset tudunk a mikroerekre

gyakorolt hatasarol, amelynek feltarasara tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

1.3. A fokozodott argindz 1 expresszio lehetséges szerepe diabetes mellitusban

Az endothelialis nitrogén-monoxid szintaz szubsztratja az L-arginin
csakugy, mint az argindzok csalddjdba tartozé arginaz 1-nek. Az argindznak két
izomere ismert. Az arginaz 1 citoszolikus enzim, nagy mennyiségben fordul eld
a majban az urea-ciklus részeként, mig az arginaz 2 mitokondridlis lokalizacidjuq,
¢s foleg a vesében taldlhatd, valamint mindkét izomer eléfordul
endothelsejtekben. A megndvekedett  arginaz  aktivitdst  kiilonb6z6
kardiovaszkuldris megbetegedésekben mutattdk ki eddig, mint példaul
pulmonaris hipertonidban, erektilis diszfunkcidéban, koronaria betegségekben.
Streptozotocinnal  (f-sejtek  elpusztitasa) indukalt diabetes mellitusban
megfigyelték az arginaz 1 expressziojanak a ndvekedését patkany aortaban és
majban, ami az ACh Altal kivaltott vazorelaxaci6 kéarosodasaval parosult a
korondria arterioldkban. Az arginaz 2 gyengén volt detektalhatd utalva ezzel az
argindz 1 sulyozott szerepére. JOl ismert, hogy az inzulin gitolja az urea
szintézis génjeinek expresszidjat, aminek az abszolut vagy relativ hianya TIDM
¢s T2DM-ben, fokozott arginaz aktivitashoz ¢és csokkent L-arginin

mennyiségéhez vezet. Az arginaz fokozott miikodése képes az L-arginin



biologiai hozzaférhetdségét korlatozni az eNOS szamara, eziltal az
endothelsejtek NO termelését csokkenti. Az argindz 1 lehetséges kolokalizacigja
az eNOS-al, megnovekedett arginaz 1 aktivitas esetén csokkentheti az L-arginin
mennyiségét az NO produkcié szamara. Az nem teljesen tisztdzott, hogy az
argindz 2 hogyan befolydsolja az eNOS miikodését. Lehetséges magyarazata,
hogy a fokozott mitokondridlis L-arginin degradaci®6 megndveli annak
transzportjat a citoplazmabdl a mitokondriumba, ezaltal csokkentve a NO
termelés szubsztratjat. Li  és mukatarsai, bovine véndbol szdrmazo
endothelsejtekbe arginaz 1-et vagy 2-t kddold patkany ¢cDNS-t jutattak az L-
arginin felhasznalas fokozasara, amelynek kovetkeztében az arginaz 1 aktivitasa
258%-al nagyobb volt, mint az arginaz 2-¢é. A megemelkedett argindz 1
expresszid hatasdra az eNOS NO termelése 60%-kal csokkent a kontrollhoz
viszonyitva, amelyet a nitrit-nitrat szint csokkenésének a mérésével hatdroztak
meg, valamint megfigyelték az L-arginin felvételének enyhe emelkedését a
sejtekbe. A megemelkedett arginaz 1 aktivitas kialakulasaban a diabetes
mellitusra jellemzé hiperglikémia is szerepet jatszhat. Magas glikoz
endothelsejtekben fokozot arginaz aktivitast, valamint 50%-kal csékkent NO
termelést tapasztaltak. A fokozott argindz 1 aktivitds kimutatisara, az
endothelsejteket argindz 1 siRNA-val transzfektaltak, amely teljesen meggatolta
a magas gliikoz koncentracié altal okozott NO termelés csokkenését. Anthony
R. White és munkatarsai szolgaltak elészor kozvetlen bizonyitékkal az eNOS és
arginaz reciprok regulaciojardl, arginaz knock-down (géncsendesitett) patkany
vaszkularis endothelsejtekben. Arginaz 1 knock-down endothelsejtekben
jelentésen javult az eNOS aktivitdsa, mig argindz 2 esetében nem tortént
valtozas, ami az argindz 1 dominans szerepére utal a patkany endothelsejtekben.
Ezen eredmények azt tiikrozik, hogy a fokozott argindz aktivitdsnak vagy
expresszionak a befolydsolasa, egy lehetséges terapias utat nyujthat az egyes

kardiovaszkularis betegségek kezelésében diabetes mellitusban.
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1.4. Az fehérjék O-GlcNAc modosuldsa diabetes mellitusban

A glikozilacio egyik specialis formaja az tigynevezett O-GICNAC (oxigén-
kapcsolt N-acetilgliikozamin) tipust glikozilacio, ami a hex6zamin bioszintézis
utvonalhoz tartozik (HBP). Ennek soran a glilkkéz a hexézamin utvonal
enzimatikus 1épésein keresztiil 4talakulva a fehérjék szerin és treonin
oldallancaihoz kapcsolodik. In vitro sejtkultiran végzett tanulmanyok alapjan a
sejtek altal felvett gliikoz kozel 2- 5%-a 1ép be a HBP-ba. A belépés folyamatat
¢s sebességét az L-glutamin-D-fruktdéz 6-foszfat amidotranszferaz (GFAT)
szabalyozza, mely a frukt6z-6-foszfatot (Fru-6-P) alakitja gliikk6zamin-6-
foszfatta (Glc-NHy-6-P), glutamint hasznalva amino-Csoport donorként. A
gliikbzamin-6-foszfat atalakuldsa szdmtalan intermedier terméken keresztiil az
uridin 5’-difoszfo-N-acetilgliikozamin (UDP-GICNAC) szintéziséhez vezet. Az
UDP-GIcNAc glikozid prekurzorként szerepel glikoproteinek, glikolipidek és
proteoglikanok szintézisében, ugyanakkor esszencialis donor a fehérjék O-
GlcNAc modosulasahoz. Szamos fehérjén az O-GICNAC csoport verseng a
foszfatcsoporttal a szerin és treonin helyekért, ezaltal potencialisan befolyéasolja
a fehérjék (pl: a kinazok, foszfatdzok, transz-kripcios faktorok, metabolikus
enzimek) miikodését. Ujabban felmeriilt annak lehetdsége, hogy hasonld
glikozilacios folyamatok kovetkeztében funkcionalis valtozas kovetkezhet be az
endothelidlis nitrogén-monoxid szintdz mikddésében is hiperglikémia esetében.
Koztudott, hogy a diabetes mellitus kardiovaszkuldris szovédményeinek
kialakulasaban a hiperglikémia jelents szerepet jatszik. A megemelkedett
plazma gliikkdéz koncentracid kovetkeztében az endothelsejtekbe bejutd gliikkoz
mennyisége megnd. A gliikkéz endothelsejtekbe 1épése inzulintol fiiggetlen
mechanizmussal, a GLUT-1 gliikéz-transzporter révén, a koncentracié gradienst
kovetve jon létre. A kronikusan megemelkedett glikéz fluxus a HBP-ban
inzulin rezisztencidhoz és gliikkdz toxicitashoz vezet. Hisz évvel ezelétt Marshall
¢s munkatarsai mutattak ki eldszor a direkt kapcsolatot a fluxus megemelkedése

HBP-ban és az inzulin rezisztencia kozott patkany zsirsejtekben. A HBP fluxusa
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kisérleti uton novelhetd exogén glikdéz vagy glikézamin adasaval. A
gliikdozamin szintén a gliikoz-transzporter rendszeren keresztiil jut be a sejtekbe,
ahol gliikozamin-6-foszfatta foszforilalodik hexokinazok 4ltal, igy képes
megkeriilni a HBP sebességét szabalyozé GFAT enzimet, ezéltal gyors UDP-
GlcNAc szintemelkedést eredményez. A megnodvekedett fluxus a HBP-ben
karositja az IR (inzulin receptor)/IRS (inzulin receptor szubsztrat)/PI3-K/Akt
utvonalat, a foszforilaciés helyek glikozilalasaval létrehozva az eNOS
mitkodészavarat ¢és a kovetkezményes endothel diszfunkciot. A NO nem csak
elengedhetetlen az ératmérd szabalyozasaban, hanem fontos szabalyozé szerepe
van a thrombocyta aggregacioban, gyulladdsos folyamatokban, remodellingben
valamint az atherogenesis gatlasaban. Az eNOS-t elsésorban a Ca®* szint
emelkedése aktivalja, de miikodését a tetrahidrobiopterin (BH,4)-koncentracio, a
kaveolinhoz kotédés és szdmos foszforilacios hely foszforildltsdgi allapota
(Ser114, Ser1177, Thrd95, Ser615, Ser633) is jelentdsen befolyasolja. Az eNOS
foszforilacios helyei koziil, a Thr495 foszforilacioja gatolja, a Serll177
foszforilacioja aktivalja az enzimet. Federici és munkatarsai, human korondria
endothelsejteket 20 mmol/L glik6éz vagy 7.5 mmol/L glilkbzamin jelenlétében
inkubalt 72 oran keresztiil. Az eNOS enzimen az O-GIcNAc-csoport jelenléte
294%-kal emelkedett a kontrolléhoz képest, amelyet a GFAT inhibitor azaserin
teljes mértékben gatolt magas gliikoz koncentracio jelenlétében, de nem volt
hatassal a gliik6zaminnal kezelt sejtekre. In vitro kin4z assay alkalmazasaval, a
%2p _nak a jelenléte 46%-kal (magas gliik6z) és 83%-kal (glilkozamin) csokkent,
amely az eNOS aktivacidjadnak a szignifikans gatlasdt mutatja a megemelkedett
glikozilacio kovetkeztében. Az eNOS Serl177 foszforilacios hely vizsgélata
Western blot analizissel 37%-o0s (magas gliikoz) és 42%-os (glilkkbzamin)
csokkenést eredményezett inzulin stimuldcidora. Az O-GIcNAc szerepét a
sejtfunkcid szabdlyozasdban szamos Dbetegéghez kotottek, koztik az

inzulinrezisztencidhoz ¢s diabetes mellitushoz, azonban az ennek a talajan



kialakuld karosodott endothel mukodés mechanizmusa és ennek a hatasa a

mikroerek miikodésére még nem pontosan ismert.

2. CELKITUZES

Korabbi vizsgalatokban kimutattak a nagy konduktiv erek vazomotor
funkciozavarat DM-ban, azonban kevés irodalmi adat all rendelkezésre arra
vonatkozoan, hogy DM-ban hogyan valtozik meg a human korondria és a
vazizom rezisztencia erek funkcidja, és milyen mechanizmusok allnak a
megvaltozott mikroér miikddés hatterében. Valamint a megemelkedett gliik6z
szint milyen hatassal van az endothel- és simaizom sejt funkciojara.

Mindezek alapjan tudoményos kutatdsaimban az aldbbi célkitlizéseket

fogalmaztam meg:

1. Vizsgaljam a szivsebészeti mitéten atesett betegekbdl szarmazd, izolalt
koronaria mikroerek vazomotor miikodését.

2. Feltarjam a korondria mikroerek vazomotor miikodészavaraban szerepet
jatszo lehetséges mechanizmusokat, kiilonds tekintettel a diabetes mellitus €s
fokozott fehérje glikozilaci6 mikrovaszkularis hatésaira.

3. Tovabba, hogy vizsgdljam a magas gliikoz ¢és fokozott fehérje glikozilacid

endothel- és simaizom sejtekre gyakorolt hatasat.

A kisérleteink eredményei és az azokbol levonhatd kovetkeztetések
segithetnek a diabetes mellitusban kialakul6 koronaria mikroér funkcidézavar
korélettani  folyamatainak megismerésében, valamint hozzajarulhatnak a
megvaltozott mikorérmiikodés és feltehetdleg annak kovetkeztében kialakulod
kardialis riziké csokkentésére iranyuld gyogyszeres terapids elvek pontosabb

kidolgozéasahoz.



3. MODSZERTAN

Kisérleteink elsd részében jobb pitvari flilcsét hasznaltunk szivmitéten
atesett betegekbdl. Kisérleteink masodik részében him Wistar patkanyokat
hasznaltunk (Charles River, Magyarorszag). A kisérleti protokollok utan
valamennyi allaton 150 mg/tskg nembutal intraperitonealis injekcid adédsaval

eutandziat végeztiink.

3.1. A betegek jellemzése

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

Vizsgalatainkba 41 szivsebészeti mitéten atesett beteget vontunk be. A
betegeket a dokumentéaltan ismert diabetes mellitus betegség megléte (DM+)
illetve annak hidnya (DM-) alapjan két csoportra osztottuk.

3.2. Izolalt mikroértechnika

Izolalt mikroér kisérleteinknek egy részét koronaria arteriolakon (~100 um
atmérd), valamint patkany gracilis vazizombol izolalt arterioldkon (~150 pm)
végeztilk. A koronaria aterioldkat koronaria bypass miitét vagy billentyticsere
soran eltavolitott jobb fiilcse darabbol izolaltuk. Nembutallal altatott allatokbol
steril kortilmények kozott eltavolitottuk a musculus gracilis vazizmot. A jobb
fiilcsét, valamint a musculus gracilis vazizmot egy hideg (0-4°C, pH 7,4) Krebs-
oldatot tartalmaz¢ szilikon alapu Petri-csészében tlikkel rogzitettiik, majd Nikon
SMZ 1000 sztereomikroszkdp segitségével, mikrosebészeti eszkozokkel az
elsérendii koronaria arteriola 2-3 mm-es szakaszat, valamint a gracilis arteriola
masodrendii aganak 2-3 mm-es szakaszat izolaltuk. Az izolalt arteriolat el0szor
egyik végén (ez lett a proximalis vég) kaniilalva rogzitettiik, majd 20 Hgmm-es
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perfiziés nyomassal a lumenbdl a vérsejteket eltavolitottuk. Ezutan az ér
disztalis végét 1s megkaniilaltuk és miutan egy mikrocsavar segitségével
beéllitottuk az eredeti érhosszt, egy allandé hémérsékletli (T=37°C, pH=7,4)
szervfiirddbe helyeztiik. A szervkamrat folyamatosan oxigenizalt Krebs-oldattal
aramoltattuk 4t (40 ml/min). Az intralumindlis nyomast folyadékoszlop
segitségével lassan 80 Hgmm-re emeltiik €s koriilbeliil 60 percig ott tartottuk,
amig az ¢ér allapota stabilizalodott. Kozben az intralumindlis nyomast
folyamatosan nyomastranszducerrel mértiikk. A felvételek egy mikroszkophoz
(Nikon, Eclipse 801) rogzitett digitalis kameraval (CFW1310, Scion Corp, USA)
késziiltek. Az izolalt arteriola belsé atmérdjét az Image J software-rel mértiik

(NIH Image, MD, USA).

3.3. A humdn korondria arteriolak miikodésének vizsgdlata vazoaktiv
szerekkel

Az izolalt korondria arterioldn az egy 6rds inkubdcid soran spontdn miogén
tonus alakult ki a 80 Hgmm-es intraluminalis nyomas hatasara. Kisérleteinkben az
izolalt korondria mikroerek valaszait ismert hatdsmechanizmusu, endothel-fiiggd
¢s endothel-fiiggetlen vazoaktiv farmakonokkal teszteltiik. A protokollok soran az
alkalmazott vazoaktiv anyagokat az ismert térfogatt (15 mL) perfundalt kadba
megfeleld végkoncentracidkban adtuk. Kumulativ koncentraciokat alkalmazva
folyamatosan regisztraltuk az egyes szerek megfeleld koncentracidjanak
ératmérdre gyakorolt maximalis hatdsat.
Az elsé kisérleti sorozatban az endothel-fiiggd vazodilatator, acetilkolin (0.1
nmol/L — 0.1 pumol/L), majd az endothel fiiggetlen, a simaizomsejteken
kozvetlentil hatdé vazodilatator, natrium nitroprusszid (SNP; 0.1 nmol/L. — 1
pmol/L) hatdsara kialakuld atmérovaltozasokat mértikk. Az egyes kumulativ
dozis-hatds gorbéket kimosasi periddus €s 10 perc inkubacié kovette, melynek
soran az arterioldk visszanyertek kiindulasi tonusukat.

A jobb fiilcsébdl izolalt koronaria arteriolakat 30 percig NO szintaz gatlo N°-
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nitro-L-arginin-metil-észter (L-NAME, 2 X 10" mol/L) jelenlétében
inkubaltuk, majd ismételten megfigyeltiik az acetilkolin és a SNP novekvo
dozisainak hatasara bekovetkezd atmérdvaltozasokat. Kisérleteink masik
részében, a feltételezetten jelenlevd fokozott argindz 1 miikédés blokkoldsa
céljabol szelektiv arginaz gatlot NC-hydroxy-L-arginine (L-NOHA, 10
pmol/L) alkalmaztunk, melynek jelenlétében 30 percen keresztiil inkubaltuk a
human koronaria arterioldkat, majd ismételten megmértiik az agonista szerekre
kialakulé atmérdvaltozasokat. Mas protokollokban az arteriolakat L-arginin (3
mmol/L) jelenlétében is inkubaltuk, majd ismételten megmértiik az agonista

szerek novekvo dozisainak hatasara kialakuld atmérovaltozasokat.

3.4. Kisérleti protokollok patkdny izolalt vazizom ereken

Arteriolaris dilatacio vizsgalata vazoaktiv szerekkel patkany izolalt

vazizom erekben

A kisérletekben az izoldlt vazizom arterioldk dilatacids valaszait ismert
hatdsmechanizmust receptor-medialta vagy receptor fiiggetlen vazoaktiv
farmakonokkal teszteltiik. Az izolalt arteriolakban az endothel-fiiggd dilataciot
acetilkolin (1 nmol/L — 1 pmol/L) és hisztamin (1 nmol/L — 10 pumol/L)
alkalmazéasaval vizsgaltuk. Az endothel fiiggetlen, a vaszkularis simaizomra
haté direkt NO donorként a nitroprusszid-natrium (SNP; 1 nmol/L - 1
pmol/L) dézisfiiggd hatasait figyeltiik meg, valamint vizsgaltuk vazokonstriktor
anyagok norepinefrin (NE; 0.3 nmol/L — 0.1 pmol/L) és szerotonin (5HT; 0.1
nmol/L — 1 pmol/L) ératmérére gyakorolt hatasat. Az egyes kumulativ dozis-
hatas gorbéket kimosasi periodus kdvette, ezutan 10 percet vartunk. Ez id6 alatt
az arterioldk visszanyerték kiinduldsi miogén tonusukat. A patkanybdl izolalt
vazizom arterioldkat 30 percig NO szintaz gatld N®-nitro-L-arginin-metil-
észter (L-NAME, 2 X 10 mol/L) jelenlétében inkubaltuk, majd ismételten

megfigyeltik az acetilkolin €s a hisztamin novekvd ddzisainak hatasara
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kialakulo atmérovaltozasokat.

A magas gliikoz koncentracio és a gliikkozamin vazoaktiv hatasanak

vizsgalata

A magas gliikkoz koncentracio (30 mmol/L, 2 oras inkubacio)
ératmérére gyakorolt hatasat az acetilkolin, hisztamin, SNP, NE, 5-HT novekvd
dézisainak hatdsara kialakuld ératmérd valtozadsok mérésével vizsgaltuk izolalt
gracilis arterioldkon. A gliikézamin (Smmol/L) kezelés ératmérdre gyakorolt
hatasat a hisztamin (1 nmol/L — 10 pmol/L) ndvekvd ddzisainak hatasara
kialakul6 ératmérd valtozasok mérésével vizsgaltuk izolalt gracilis arteriolakon.
A hexo6zamin bioszintézis utvonal szerepének a tisztazasara a hisztamin hatasara
kialakuld ératméré valtozasokat a GFAT enzim antagonista azaserin (20
pmol/L) jelenlétében is megvizsgaltuk. A hiperozmolaris hatas kizarédsara,
tovabbi kisérletekben az izolalt arteriolakat mannitol (25 mmol/L) jelenlétében
inkubaltuk, majd ismételten megfigyeltiik az acetilkolin és a hisztamin névekvd

ddzisainak hatasara kialakuld atmérovaltozasokat.

3.5. Immunhisztokémia

Diabeteses betegeken végzett kisérletekben funkciondlis vizsgalatainkat
immunhisztokémiai kisérletekkel is kiegészitettiik. A nem diabeteses [DM (-),
n=4] és a diabetes mellitusban szenvedd [DM (+), n=4] betegekbdl szarmazo
koronaria arteriolakat hosszdban kettévagva, acetonos fixalas utdn, 1% marha
szérum albumint (BSA), 0.6 % Triton X-100-at tartalmazé6 PBS oldattal
blokkoltuk. Az ereket (higitas: 1:50 blokkolé oldatban) monoklonalis argindz 1
ellenanyaggal (1:100 higitas) és poliklonalis endothelialis nitrogén-monoxid
szintdaz (eNOS) ellenanyaggal (1:100, higitads) jeloltiik egy idoben. Az
immunfluoreszcens jelolést arginaz 1 és eNOS elleni Alexa 488 és Alexa 597
jelolt szekunder antitesttel végeztiik. Magfestésre 4,6-diamidino-2-phenylindole-

t hasznaltunk. A nem specifikus kotodés kimutatasara az elsOdleges antitestet
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kihagytuk a kontroll protokollokban. A felvételeket Olympus BX61 tipust
mikroszkdphoz csatolt CCD kameraval (Luca™-S, Andor) készitettiik.

3.6. Western immunoblot

A diabetes mellitus hatasa az arginaz 1 expressziora human koronaria
arteriolakban

A DM (-) és DM (+) betegek jobb fiilcséjébdl izolalt koronaria arteriolakat,
a kornyezd kotdszovettdl megtisztitottuk, majd 20 pl SDS mintapufferben
homogenizaltuk. A fehérjéket 10%-os poliakrilamid gélen 125 V fesziiltségen 1
ora alatt szeparaltuk, majd polyvinil membranra transzferdltuk. Ezt kovetéen
membran szabad kothelyeit 5% tejet tartalmazo T-BST-vel 1 oraig blokkoltuk.
A membrant az arginaz 1 ellenes elsddleges antitesteket 1:1000 higitasban 5%
tejet tartalmaz6 T-BST oldatban inkubaltuk. A jeleket kemilumineszcencia
segitségével autoradiografids modszerrel vizualizaltuk. Annak megallapitasara,
hogy a mintak felvitele egyforman tortént-e, B-aktin ellenes antitestet 1:5000
higitasban hasznaltunk 5% tejet tartalmaz6 T-BST-ben. Az optikai denzitdst
Image J szoftver segitségével mértikk és az arginaz 1 expresszidjat B-aktinra

normalizaltuk.

A magas gliikoz koncentracio és gliikozamin kezelés hatasanak a vizsgalata
az eNOS foszforilacios szintjére és a fehérjék O-GlcNAc glikolizacids
allapotara

Wistar patkdnyokbdl izolalt arterioldkat (artéria femoralis dgai), a kdrnyezo
kotészovettdl megtisztitottuk, majd harom csoportra osztva: normal gliikoz (5.5
mmol/L, 2 oras inkubacid), magas gliikoz (30 mmol/L, 2 doras inkubacid) és
gliikkézamin (5 mmol/L, 2 6ras inkubacié) kezelésnek vetettiik ala. A mintakat
folyékony nitrogénben megfagyasztottuk, majd 20 pl RIPA bufferben
homogenizaltuk, 20 pl mintapuffer hozzdadasaval a fehérjeket 10%-0s

poliakrilamid gélen 125 V fesziiltségen 1 ora alatt szeparaltuk, majd polyvinil
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membranra transzferaltuk. Ezt kovetden az eNOS és a GIcNAc detektalasara
szant membranok szabad kotOhelyeit 5% tejet, mig a P-eNOS detektélasa esetén
1% marha szérum albumint tartalmazé T-BST-vel 1 oraig blokkoltuk. Az O-
GIcNAc ¢és eNOS ellenes elsddleges antitesteket 1:1000 higitdsban 5% tejet
tartalmazo T-BST-ben alkalmaztuk, mig a P-eNOS antitestet 1:500 higitasban
1% marha szérum albumint tartalmazo T-BST oldatban inkubaltuk. A jeleket
kemilumineszcencia segitségével autoradiografids modszerrel vizualizaltuk.
Annak megallapitasara, hogy a mintak felvitele egyforman tortént-e, B-aktin
ellenes antitestet 1:5000 higitasban hasznaltunk 5% tejet tartalmaz6 T-BST-ben.
Az optikai denzitast Image J szoftver segitségével mértiik és az O-GIcNAc és
eNOS expresszigjat P-aktinra, mig a P-eNOS expresszidgjat eNOS-ra

normalizaltuk.

3.7. Az eredmények statisztikai értékelése

A vazoaktiv szerek hatasdra kialakulé atmérdvaltozasokat abszolut
értékekben, illetve a Ca®* mentes oldatban megfigyelt passziv atmérd
szazalékaban fejeztiik ki. A normalizalt ératmérdt az adott nyomasértéken mért
aktiv és passziv ératmérd aranyaként hataroztuk meg. Az arterioldk miogén
tonusat az ugyanazon a nyomason mért aktiv (Ca®" tartalmu Krebs oldatban
mért) atméréjének a Ca®* mentes oldatban mért passziv atméréjének
szazalékaban adtuk meg. Az adatokat a GraphPad Prism (San Diego, California)
statisztikai program segitségével értékeltiik ki. Az abrdkon a nyert adatok
atlagértékei £ S.E.M szerepelnek. A statisztikai analizishez ismételt mérésekkel
ANOVA-t hasznaltunk, amit Tukey post hoc teszttel vagy Student’s t-teszttel
egészitettiink ki a protokolloknak megfelelden. Az értékeket akkor tekintettiik

szignifikansnak, ha a p<0,05 volt.
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4. EREDMENYEK

4.1. A diabetes mellitus hatasa a koronaria arteriolak vazomotor mitkodeésére

A diabetes mellitus koronaria erek vazomotor miitkodésére gyakorolt hatasat
koronaria bypass vagy billentylimiitéten atesett betegekbdl (n = 41) szdrmazo
ereken vizsgaltuk. A betegeket a diabetes mellitus hianya [DM(-), n = 21] vagy
megléte alapjan [DM(+), n = 20] két alcsoportba osztottuk. A két csoport kozott
nem taldltunk eltérést a miitétek tipusa, a kor és nem tekintetében. A
tarsbetegségek esetében a DM(+) csoportban a periférids érbetegség és
szivelégtelenség el6fordulasa volt megfigyelhetd, DM(—) csoportban viszont
nem. A gyogyszerek tekintetében mindkét csoport hasonld kezelésben részesiilt,
kiilonbség a diabetes mellitus kezelésére alkalmazott oralis antidiabetikum és
inzulin adasaban talalhato.

Az egyodras inkubacid sordn az izolalt human koronaria arteriolakon 80
Hgmme-es intralumindlis nyomas hatasara spontan miogén tonus alakult ki. Nem
volt szignifikans kiilonbség a diabeteses [DM(+)] és nem diabeteses [DM(-)]
betegekbdl izolalt arterioldk kozott sem az aktiv [AD, az egyoras inkubacid utdn
kialakult atmér6], sem a passziv [PD, a kalcium mentes Krebs-oldatban mérhet6
atmér6] ératmérékben, sem az ezek alapjan kalkulalt ([PD-AD/PD]*100)
miogén tonusban .

Elsdként az endothel-fliggd vazodilatator acetilkolin kumulativ dozisait
alkalmazva (ACh; 0,1 nmol/L —0.1 umol/L), a human korondria arteriolak
konstrikcidja alakult ki mindkét csoportban. A NO szintaz gatlé (L-NAME, 2 X
10 mol/L) kezelésnek nem volt tovabbi hatasa a kialakult valaszra. A NO-
donor nitroprusszid natrium (SNP, 1 nmol/L és 10 umol/L) adésara az izolalt
koronaria arteriolak jelentds mértékli vazodilatacioja alakult ki, ami nem
kiilonbozott a két betegesoport koronaria mikroerein. Ezek az eredmények és a
kezdetben kalkulalt kozel azonos miogén toénus a simaizom megtartott

reaktivitdsat mutatja a két ércsoportban.
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Korabbi vizsgéalatokban, a diabetes mellitusban megfigyelték a NO termelés
csokkenését, vagy teljes karosodasat. Ennek a hatterében allo okok feltarasara a
tovabbiakban a szelektiv arginaz gatlo jelenlétében is (L-NOHA, 10 umol/L, 30
percig) vizsgaltuk a valaszokat. Mig a nem diabeteses betegek arterioldin a
szelektiv arginaz gatldo nem befolyasolta jelentdsen az acetilkolin indukalt
érvalaszokat, addig a diabetes mellitusban szenvedd betegek korondria
arterioldiban szignifikdns mértékben javitotta az ACh vélaszokat.

A megnovekedett argindz aktivitas csokkentheti a NO szintézishez sziikséges
szubsztrat, az L-arginin mennyiségét. Ennek igazoldséara, L-arginin hozzdadasa
utan is (3 mmol/L, 30 percig) megvizsgaltuk a valaszokat. Mig a nem diabeteses
betegek arteriolain az L-arginin nem befolydsolta az acetilkolin indukalt
érvalaszokat, addig a diabetes mellitusban szenvedé betegek koronaria
arteriolaiban szignifikans mértékben javitotta azokat. A szelektiv arginaz
gatloval (L-NOHA) torténd eldkezelés a mikroerek kiindulasi belsé atmérdjét
nem befolyasolta jelent6s mértékben, azonban az L-arginin kezelés novelte az
atmeérot.

Az immunhisztokémiai vizsgalatok alapjan a DM(+) betegekbdl izolalt erek
falaban az argindz 1 fest6dés jelentdésen fokozott volt az endothelsejtekben
Osszehasonlitva a DM(-) betegek mintdival, valamint az arginaz 1 kolokalizaciot
mutatott az eNOS festddéssel a DM(+) betegekben, mig a DM(-) csoportban ez
nem volt megfigyelhetd. Az argindz 1 fehérje fokozott expresszigjat sikeriilt
kimutatni a DM(+) betegek korondria arterioldiban Western immunoblot
segitségével.

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy a diabetes mellitusban szenvedd
betegekben fokozodik az argindz 1 expresszid, amely az L-arginin szubsztrat
nagyobb mértékli felhasznalasa kovetkeztében csokkenti annak biologiai
hozzaférhetdségét az eNOS szdmadra, igy csokkenti vagy teljesen eltorli a NO-

medidlt vazodilataciot a koronaria arterioldkban. Feltételezziik, hogy ezen
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elvaltozasoknak szerepe van a mikrovaszkularis diszfunkcid kialakuldsaban

diabetes mellitusban.

4.2. A magas gliikoz koncentrdcio hatdsa vazizom arteriolak vazomotor
miikodésére

Kovetkezd 1épésben a szénhidrat anyagcserezavar kovetkeztében 1étrejovo
magas gliikoz koncentracidt hoztunk létre kisérletesen, a vazizom arteriolak
vazomotor miikddésének tanulméanyozasara ebben a koéros allapotban.
Kisérleteink sordn patkany (Wistar, him) gracilis vdzizombdl izolalt arteriolakat
hasznaltunk. A preparalast kdovetd egy ords inkubacios 1d6 alatt az izolalt gracilis
artreriolaknak spontdn miogén ténusa (~30%) fejlodott ki anélkiil, hogy
barmilyen vazoaktiv anyagot alkalmaztunk volna.
Els6ként az endothel-fliggd vazodilatator acetilkolin (ACh; 1 nmol/L -1
umol/L) és hisztamin (1 nmol/L —10 umol/L) altal kivaltott vazodilataciot
vizsgaltuk kontroll kériilmények kozott. Az ACh ~90%-os a hisztamin ~ 70%-
0s kezdeti vazodilataciot eredményezett. A NO szintaz gatlo (L-NAME, 2 X 10™
mol/L) kezelésnek nem volt hatdsa az acetilkolin altalt kivaltott vazodilataciora,

azonban a hisztamin valaszat szignifikansan csokkentette. Ennek oka, hogy az

7

crer

oldatban (30 mmol/L, 2 6ras inkubacio) inkubaltuk és ismét megvizsgaltuk az
acetilkolin €és hisztamin valaszokat. A magas gliikkdzszint szignifikdnsan
csokkentette a hisztamin 4altal kivaltott vazodilaticiot, mig az acetilkolin
valaszra nem volt hatdssal. Hiperozmotikus kontroll kisérletekben a hisztamin
valasz nem valtozott mannitol (25 mmol/L, 2 6rds inkubacid) jelenlétében. A
NO szintiz gatlonak (2 X 10™ mol/L) nem volt hatdsa a magas gliikoz

crer

valaszara. A HBP utvonal egyik kulcs enzime az L-glutamin-D-frukt6z-6-foszfat
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amidotranszferaz (GFAT). A GFAT enzim antagonista azaserin (20 umol/L), a
valasz szintjére emelte vissza a magas gliikoz szintnek Kitett gracilis erekben. Az
azaserin €s a magas gliikoz koncentracio jelenlétében a NO szintdz gatlo (L-
NAME) adasara a hisztamin kivaltotta vazodilaticid mértéke szignifikdnsan
csokkent.

A HBP-n valo6 ataramlés kisérleti uton novelhetd exogén gliikkdzamin addsaval,
mely a gliikkdz -transzporter rendszeren keresztiil jut be a sejtekbe, gliikbzamin-
6-foszfatta foszforildlodik hexokinidzok 4altal, igy képes megkeriilni a HBP
sebességét szabalyozd6 GFAT enzimet, ezaltal gyors UDP-GICNAc szint
emelkedést eredményezve. A kovetkezdekben a glilkdzamin (Smmol/L) hatasat
vizsgaltuk izolalt gracilis arterioldkon. A hisztamin indukalta vazodilatacid
szignifikdnsan csokkent gliikozamin addsara, azonban az azaserinnel valo
inkubacionak nem volt hatasa, a magas glikkéz esetéhez hasonldan.
Vizsgalatainkat kiterjesztettiik az endothelium-fiiggetlen nitroprusszid-natrium
(SNP) vazodilatatorra, valamint a simaizmon haté vazokonstriktor norepinefrin
(NE) és szerotonin (5HT) anyagokra. Kontroll koriillmények kozott a NO-donor
SNP novekvd dozisanak adédsara az izoldlt gracilis arterioldk jelentés mértékii
vazodilatacioja alakult ki, mig a NE ¢és az 5-HT vazokonstrikciot okozott.
nem volt hatasa a SNP, 5-HT és NE valaszokra.

A magas gliikoz koncentracio és gliikozamin adas molekularis szintli hatdsanak
felderités¢hez Western immunoblot analizist végeztiink. Elsé 1€pésben, izolalt
femoralis artéridkban vizsgaltuk a fehérjék O-GlcNAc szintjének a valtozasat. A
magas gliikkoz koncentracionak és gliikkozaminnak kitett mintdkban, az O-
GlcNAc szintje szignifikdnsan megemelkedett a kontroll csoporthoz képest.
Masodik [épésben arra kerestilk a valaszt, hogy az endothelidlis nitrogén-
monoxid szintdz foszforilaltsagi szintje hogyan valtozik magas glikoz

koncentracio hatasara. Ismert, hogy reciprok kapcsolat van a foszforilacio és az
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O-GlcNAc-glikozilacio kozott — tekintettel arra, hogy a foszforilaciot végzo
kindazok ugyancsak a szerin/treonin kotOhelyeket célozzak. A Serll77 hely
foszforilaltsdga az endothelialis nitrogén-monoxid szintdz enzimen, annak
aktivaciojahoz vezet. A magas glikdéz koncentracioval kezelt femoralis
artéridkban a (P)eNOS szintje szignifikansan csokkent a kontroll csoporthoz

hasonlitva.

5. MEGBESZELES

Annak ellenére, hogy az 1-es és 2-es tipusu diabetes mellitus ma mar jol
kezelhetd, szovidményei még ma is vezetd helyet foglalnak el a haldlozasi
statisztikdban. A valtozatlanul magas mortalitds 80%-ban kardiovaszkularis
eredetli. Ennek okaként els6sorban a hiperglikémia kovetkeztében kialakult
mikro- és makroangiopatia jelentéségét hangsulyozzak. A UKPDS (United
Kingdom Prospective Diabetes Study) vizsgdlatban a 2-es tipust diabetes
mellitus észlelésekor a betegek 33%-4andl a makroangiopatia mellett mar jelen
vannak a mikroangiopatias eltérések is. Mig 1-es tipusu diabetes mellitusban a
tartosan fennallo anyagcserezavar késoi kisérébetegségeként észleljiik, addig 2-
es tipusu diabetesben, a diffiz endothel karosodas kovetkeztében, a koronaria
betegség mar jelen lehet az egyértelmii hiperglikémia észlelése elbtt, az
inzulinrezisztencia id6szakaban. A klinikai tapasztalat egyértelmiien azt mutatja,
hogy diabetes mellitusban a mortalitas és morbiditas jelentés hanyadéaért a
koronaria betegség kialakulasa tehetd feleléssé, mindazonaltal a hattérben
htz6dé mechanizmusok még mindig nem teljesen tisztazottak. Még kevesebb
ismeretiink van a rezisztencia erek szintjén jatsz6do valtozasokrol.

Tudomdanyos kutatdsaimban ezért célul tiiztem ki, hogy tanulmanyozzam a
diabetes mellitusban a human koronaria erek vazomotor mikoédésében 1étrejéovo
elvaltozasokat. E cél érdekében a szivsebészeti miitéten atesett betegekbdl

szarmazd, izolalt korondria mikroerekben vizsgaltam a létrejovd patologids
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mechanizmusokat ¢€s lehetséges okait az endothel-fiiggd és simaizom altal
kozvetitett vazomotor mitkodésében. Tovabba célul tliztem ki, hogy feltarjam az
egyes vazizom mikroerek vazomotor milkddészavardban szerepet jatszo
lehetséges mechanizmusokat, kiilonds tekintettel a megemelkedett gliikkoz

koncentracidé mikrovaszkularis hatasaira.

5.1. Diabetes mellitus hatdsa a korondria mikroerek vazomotor miikodésére

Korabban azt feltételezték, hogy a diabetesben csokkent koronaria aramlas
f6 oka a nagyerek atherosclerosisa. Nitenberg €s mtsai bebizonyitottdk, hogy
diabetesben a korondria aramlasi rezervkapacitds csOkkenése mar azelOtt
igazolhat6, mieldtt még az angiographidn, vagy a bal kamra szisztolés
funkcigjdban valami koros valtozas megjelenne. Mindezek alapjan feltételezték,
hogy a diabetesben lathatd koronaria aramlasirezerv-csokkenésért nem az
epikardialis erek atherosclerosisa tehetd feleléssé, hanem a Kkoronaria
mikrovaszkulatura csokkent dilatdtor kapacitdsa. Az érfalfliggd vazoregulator
mechanizmusok megvaltozasat a diabetes allatkisérletes modelljeiben mar
kordbban kimutattak: bizonyitottan csOkkent az aramlas és az agonista altal
kivaltott endothel-fiiggd dilatacid. A nagy konduktancia artéridk szintjén az
endothel-fiiggd vazodilatacio csokkent volta mar a human diabeteses mintakban
is kimutatott. Azonban a diabetes mellitus kiserekre, f0ként a human koronaria
arterioldkra kifejtett koros hatdsarol keveset tudunk.

A NO fontos szerepet tolt be az ératmérd szabalyozasidban test szerte, igy a
korondria arterioldk ataramlasaban is. Nagyszdmu kutatasi eredmény mutatja a
nagy- ¢és rezisztencia erek csokkent NO termelését diabetes mellitusban. A
diabeteses betegek koronaria ereiben kimutatott endothel diszfunkcio korélettani
szerepe €s a hatterében hiz6dé mechanizmusok még nem teljesen ismertek.
Kisérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy a szivmiitéten atesett betegek jobb
fiilcs¢€jebdl 1zolalt koronaria arterioldkon az endothel-fliggd vazodilatator ACh

vazokonstrikcidt indukalt mind a diabeteses mind a nem diabeteses csoportban
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egyarant, feltételezhetben az eNOS koéros miikodése kovetkeztében. A NO
szintaz gatlo L-NAME kezelésnek nem volt hatasa a kialakult valaszra. Ezek az
eredmények a NO medidlta vazomotor valasz hidnyara utalnak mind a
diabeteses ¢és nem diabetes csoportban egyarant. Az endothel-fliggetlen, direkt
NO-donor SNP hatasara kialakult vazodilatacié mértéke vizsgalatainkban nem
kiilonbozott a két betegcsoport koronaria arteriolaiban, ami arra utal, hogy a
szolubilis guanilat ciklaz és a cGMP-fliggd jelatvitel megtartott a simaizomban.
A human korondria arteriolakon végzett kisérletek egyik limitald tényezdje az
igazi kontroll hianya. Fiatal, koronaria betegségben nem szenvedé egyedekbdl
(billentyli miitét) szarmaz6 jobb pitvari flilcsébdl izolalt korondria arteriolak, 0.1
umol/L ACh hatésara jelentds (~60%) vazodilataciot mutattak, amely L-NAME
jelenlétében gatolhatd volt (Bagi, munkacsoportunk nem kozolt eredménye),
utalva ezzel a NO tutvonal jelentds szerepére a human korondria arterioldkban.

A NO szintézishez kiilonbozé kofaktorok és szubsztratok szilikségesek, mint
példaul tetrahydrobiopterin és L-arginin. Ezen anyagoknak a bioldgiai
hozzaférhetésége az eNOS szdmdra csokkent diabetes mellitusban. Oralis
gliikoz terhelésnek kitett egészséges egyedekben csokkent brachidlis aramlést
tapasztaltak, ami el6zetes BH,4 kezeléssel megel6zhetd volt, valamint L-arginin
adasa oralisan vagy intravéndsan javitja az endothel diszfunkciot diabeteses
betegekben. Az L-arginin adasa felvet bizonyos kételyeket, mert a NO szintaz
sziikséges L-arginin K, értéke 2.9 pmol/l, az L-arginin intracellularis
koncentracigja 0.1-Immol/l kozott valtozik, ami joval meghaladja az eNOS
igényeit. Ez a jelenség az ugynevezett ,arginin paradox”. Ujabb eredmények
felvetik az arginaz lehetséges szerepét az L-arginin szintjének csdkkenésében az
eNOS kozvetlen kozelében, ezaltal befolyasolva a NO szintézis mértékét. Ezzel
0sszhangban, egy masik munkacsoport fokozott argindz 1 aktivitast mutatott ki
diabeteses patkanyok korondria arterioldiban.

Ezek a megfigyelesek felvetik az argindz szerepét a diabetes mellitusban

kialakuld endothel diszfunkcioban, ezért diabeteses human koronaria
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arterioldkban tanulméanyoztam az argindz expresszidjat. Az immunhisztokémiai
vizsgalatok sordn a diabeteses betegekbdl izolalt erek faldban az arginaz 1
festddés jelentds fokozodasat taldltuk az endothelsejtekben, dsszehasonlitva a
nem diabeteses betegek mintaival, valamint az argindz 1 kolokalizaciot mutatott
az eNOS festddéssel a diabeteses betegekben, mig a nem diabeteses csoportban
ez nem volt megfigyelhetd. Az arginaz 1 fehérje fokozott expersszidjat sikeriilt
Kimutatni a diabeteses betegek koronaria arteriolaiban Western immunoblot
segitségével 1s. A  fokozott argindz 1  expresszid funkciondlis
kovetkezményeinek a feltdrdsara, a diabeteses és nem diabeteses betegekbdl
szarmaz6 korondria arterioldk L-argininnel torténd inkubacidja a diabeteses
csoportban visszadllitotta az endothel filiggé agonista 4altal kivaltott
vazodilataciot, amely soran az ACh vazodilataciot valtott ki az L-argininnel
torténd inkubacio eldtt megfigyelt vazokonstrikcié helyett. A nem diabeteses
csoport esetében nem tapasztaltunk valtozast az ACh indukalta valaszban L-
argininnel torténd inkubacid esetén. A megndvekedett argindz aktivitds tovabbi
alatdmasztasara, a szelektiv argindz gatlo (L-NOHA) alkalmazéisara az ACh
szintén vazodilataciot valtott ki a diabeteses csoportban, mig a valasz valtozatlan
maradt a nem diabeteses betegekbdl szarmazd koronaria arteriolaban. Mivel
nem all rendelkezésiinkre szelektiv arginaz 1 vagy 2 gatld, ezért nem tudjuk
kizarni az argindz 2 lehetséges szerepét a diabetesben kialakult endothel
diszfunkcioban. Azonban, Romero és munkatarsai streptozotocin injekcidval
létrehozott diabetikus egerek aortajan vizsgaltak az argindz két izoformajanak,
az arginaz 1(Al) és 2(All)-nek a hatasat az endothel fiiggd vazodilataciora,
valamint felmérték az erek fibrotikus allapotat és stiffness-ét. Diabetes
mellitusban az endothel-fiiggd vazodilatacid szignifikansan csokkent a wild type
(WT, 53%) ¢és az AT AN (44%) aortakban, Osszehasonlitva az AT ANT
(27%) egerekbdl szarmazé mintakkal. Az erek stiffness-e és a koronaridk
fibrozisa szintén szignifikinsan fokozott volt WT és az AI"*AIlI” egerekben,

amely arra utal, hogy az argindz 1-nek jelentds szerepe van a diabetes
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mellitusban 1étrejové endothel diszfunkcioban. Azok a mechanizmusok,
amelyek a fokozott arginaz 1 expressziohoz vezetnek a diabeteses betegek
koronaria arterioldiban tovabbra is tisztazatlanok. Ismert, hogy az inzulin gatolja
az urea ciklus enzimeinek az expresszidjat és a kialakult inzulin reszisztencia
(T2DM), vagy abszolut inzulin hiany (T1DM) kovetkeztében ez a regulacios
mechanizmus karosodik ¢és hozzajarul a fokozott argindz 1 expresszidjahoz. A
vizsgalataink sordn felvetddott az a kérdés, hogy azon betegeknél, akik nem
szenvedtek diabetes mellitusban, viszont mas kardiovaszkularis és egyébb
betegségeik voltak, a koronaria arteriolak nem mutattak javulast az L-NOHA és
L-arginin kezelésre, amely kizarja a fokozott argindz expresszio lehetéségét. igy
a karosodott endothel-fliggd vazodilaticido hatterében egyéb mechanizmusok
lehetnek, mintpélddul a megemelkedett endogen NO szintdz inhibitor ADMA,
vagy csokkent kofaktorok (BH4) szintje. Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy
a diabetes mellitusban szenvedd betegekben fokozodik az arginaz 1 expresszio,
amely az L-arginin szubsztrat nagyobb mértékii felhasznalasa kovetkeztében
csokkenti annak bioldgiai hozzaférhetéségét az eNOS szadmara, igy csokkenti
vagy teljesen eltorli a NO-medialt vazodilaticiét a korondria arteriolakban.
Feltételezziik, hogy ezen elvaltozasoknak szerepe van a mikrovaszkularis

diszfunkcio kialakulasaban diabetes mellitusban.

5.2. A magas gliikoz koncentrdcio hatdsa a vazizom mikroerek vazomotor
miikodésére

Korabbi vizsgalatokban kimutattak, hogy a magas gliikoz koncentracid
karositja az aramlds-medidlta endothel-fiiggd vazodilaticiot és a kiilonbozo
endothel-fiiggd agonistak altal kivaltott vazodilataciot, ezaltal hozzajarulva a
kardiovaszkularis betegségek kialakuldsahoz. A magas gliikoz koncentracio
hatasara létrejovo elvaltozasok kialakuldsaért tobb molekularis mechanizmust
tesznek felel6ssé, tobbek kozott a polyol utat, a fehérjék nem enzimatikus

glikaciojat (elorehaladott glikacios végtermékek: AGE-advanced glycation end
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products), a HBP utvonalat és a Protein kinaz C (PKC) aktivaciot. A polyol ut
feltételezhetden a fokozott oxidativ stressz kovetkeztében fejti ki karos hatasat,
ugyanis az aldoz reduktaz, mely a gliikozt szorbitolla alakitja, depletalja a sejt
NADPH tartalmat, s ezen keresztiil a redukalt glutationt is, igy az egyensuly az
oxidativ irdnyba mozdul el. Az AGE képzés mind sejten belii, mind
extracellularisan olyan nem-specifikus glikalt fehérjéket eredményez, melyek
kozvetleniil vagy kozvetve, jelatviteli folyamatokat beinditva jarnak kéros
kovetkezményekkel. A glikoz ugyszintén noveli de novo a diacil-glicerol
(DAG) szintjét, mely a PKC aktivalasdhoz vezet. A PKC szamos folyamat
beindit6ja, novekedési faktorok termelddését serkenti (VEGF, transzformalo
novekedési faktor-f [TGF-f]), NAD(P)H oxidazon keresztiil noveli a
szabadgyokok mennyiségét, valamint csokkenti az eNOS aktivitasat [147]. A
HBP megemelkedett fluxusa hiperglikémia kovetkeztében a fehérjék szerin és
treonin oldallancainak O-GICNAC glikozilaciojat eredményezi. Tartdsan magas
gliikoz-expozicid az egyensulyt a fokozott glikozilacié irdnyaba tolja el, amely
kiilonboz6 koros folyamatok beinditasdhoz vezet.

Jelen kutatasaimban ezért a magas gliikoz koncentracid vazizom arteriolak
vazomotor miikddésére gyakorolt hatasat tanulmanyoztam. Tovabba, vizsgaltam
az elvaltozasok hatterében 4ll6 endothel- és simaizom sejtek altal kozvetitett
mechanizmusokat is. Kisérleteinkben azt talaltuk, hogy a patkany gracilis
vazizmabol izolalt arterioldkban a magas gliilkéz koncentrdcid hatisara a
hisztamin altal kivaltott dilatacio teljes mértékben gatlodott, Gsszehasonlitva a
kontroll csoporttal. A hisztamin altal kivaltott dilatacié endothel-fiiggd, Hj
receptoron keresztiil medialt. A hisztamint valasztottuk az eNOS miikodésének
vizsgalatara magas gliikkoz koncentracidé esetén, mivel kordbban kimutattuk,
hogy az L-NAME-nek jelentés gatld hatdsa van a hisztamin altal kivaltott
vazodilaticidora a gracilis arteriolan, amely a NO sulyozott szerepére utal.

Tovabba, vizsgaltuk az ACh (szintén endothel-fliggd vazodilatator) A4ltal
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oldatban tortént kezelésnek nem volt hatasa az ACh vélaszra.

A magas glikéz kezelés hatasara kialakult karosodott hisztamin indukalta
vazodilatacio megeldzhetd volt a HBP tutvonal egyik sebesség-meghatarozo
enzimének, a GFAT-nek (amely a fruktoz-6-foszfatot alakitja gliikozamin-6-
foszfattd) a gatldsaval azaserinnel, ami az O-GIcNAc tipusu glikozilacid
jelentéségére utal ebben a folyamatban. Ennek alatdmasztadsara a GFAT enzimet
kikeriild gliikozaminnal torténd inkubdcido szignifikdnsan csokkentette a
hisztamin altal kivaltott vazodilataciot, azonban az azaserinnel torténo inkubacio
csoporttal Osszehasonlitva. Ennek oka: a HBP tutvonal fluxusa emelhetd
gliikdozamin exogén addsaval, amely a gliikoz transzport rendszeren keresztiil
bejutva a sejtekbe, hexokindzok segitségével gliilkézamin-6-foszfattad alakul,
ezaltal hozzajarul az UDP-GIcNAc szint emelkedéséhez és a kdvetkezményes
O-GIcNAc fehérje glikozilaciohoz a GFAT enzim megkeriilésével. Az endothel
fiiggetlen, direkt NO donor (SNP) vazodilatitor hatasaban nem talaltunk
kiilonbséget a kontroll erekhez viszonyitva, ami arra enged kovetkeztetni, hogy
a vaszkuldris simaizom NO érzékenysége nem valtozik magas gliikkédz
koncentracid hatasara. Hasonld eredményeket mutattak ki fruktozzal etetett
inzulin rezisztens patkanyok a. cerebri mediajaban, ahol csokkent mértékii
endothel-fiiggd vazodilataciot talaltak, mig az endothel fiiggetlen SNP-kivaltott
dilataci6 nem kiilonb6zott a kontroll csoporthoz viszonyitva. A simaizom
sejteken hato vazokonstriktor norepinefrin és szerotonin hatasaban szintén nem
talaltunk kiilonbséget a kontroll és a magas gliikoz csoport kozdtt. Azonban
rendelkezésre allnak olyan tanulményok, ahol streptozotocinnal kezelt
patkanyokban a norepinefrin és a hisztamin altal kivaltott konstrikcid
csokkenését talaltdk. A funkciondlis eredményekkel 0sszhangban, a fehérjék
fokozott O-GIcNAc tipusu glikozilacidjat talaltuk a magas gliikoézzal és

glikézaminnal kezelt vazizom arterioldkban a kontroll csoporthoz képest.
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Ismert, hogy reciprok kapcsolat van a foszforilacié és az O-GlcNAc glikozilacio
kozott — tekintettel arra, hogy a foszforilaciét végzd kindzok ugyancsak a
szerin/treonin  kotohelyeket célozzak. A Ser1177 hely foszforilaltsaga az
endothelialis nitrogén-monoxid szintaz enzimen annak aktivacidjahoz vezet. A
magas gliikkdzzal kezelt femoralis artériakban szignifikansan csokkent az eNOS
foszforilaltsagi allapota a Serl177 helyen a kontroll csoporthoz hasonlitva.
El6z6ekben, magas gliikkoz koncentracionak kitett sertés aorta endothelsejteken
kimutattdk az eNOS Serl177 helyének a gatolt foszforilacigjat €s Th495
(inhibitor hely, ha foszforildlt az eNOS inaktivaciojdhoz  vezet)
defoszforilacidjanak csokkenését bradykinin hatdsara. Ezért lehetséges, hogy a
fehérjék O-GIlcNAc tipusu glikozilacidja interferdl mind az aktivacids, mind az
inhibitor helyekkel az eNOS enzimen.

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy a magas gliikdz koncentracionak és
gliikozaminnak kitett patkdny vazizom arterioldiban fokozdédik az érfali
fehérjéknek az O-GIcNAc tipust glikozilacioja, ami hozzdjarul a csokkent
endothel-fiiggdé vazodilatacié kialakulasahoz hisztamin altal, feltehetdleg az
eNOS aktivacids helyének, a Ser1177-nek a csokkent foszforildcidja altal.
Eredményeink alapjan feltételezziik, hogy a fokozddott fluxus a HBP utvonalon
keresztiil kulcsszerepet jatszik a diabetes mellitus korai és eldrehaladottabb
stddiuméban kialakulé vazomotor diszfunkcié kialakitasdban. Kisérletes
eredményeink alapjan azt gondoljuk, hogy a magas gliikoz koncentracio és
kovetkezményes fehérje glikozilacido mar a diabetes korai szakaszaban karositja
az endothel dilatditor miikodését, mig a simaizom szabalyozdsaban szerepet
jatsz6 mechanizmusok megtartottak maradhatnak. Felvetddd tovabbi kérdések,
hogy az O-GlcNAc fehérje glikozilacié in vivo hogyan befolyasolja a
rezisztencia erek  vazoreaktivitdsat €s, hogy ezen mechanizmusok
hozzdjarulhatnak-e a vaszkularis rezisztencia fokozoddsahoz és a hipertonia
kialakulasdhoz, valamint a diabetes mellitus egyéb kardiovaszkularis

szovodményeihez.
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6. OSSZEFOGLALAS

A DM-ban a rezisztencia erek vazomotor miikddése megvaltozik, aminek
természete €s a hatterében allo pontos korélettani mechanizmusok nem kelléen
ismertek. Kutatdsainkban ezért célul tliztiik ki, hogy szivsebészeti miitéten
atesett DM-ban szenvedd betegekbdl szdrmazo, izoldlt coronaria mikroerek
segitségével vizsgaljuk a rezisztencia erek endothel- ¢és simaizom-fiiggd
vazomotor miikddésének elvaltozasait. Tovabba, vizsgaltuk a magas gliikkdz és
gliikozamin mikroér vazomotor mitkkodésre gyakorolt hatasat és a mogotte alld
mechanizmusokat. A kutatdsaink soran az aldbbi 1) megallapitasokat tettiik. 1) a
szivmiitétbdl szarmazd coronaria erek mitkddése karosodik mind a diabeteses és
nem diabeteses betegekben, azonban 2) a diabetses betegekbdl izolalt coronaria
arteriolak arginaz gatld kezelés hatasdra, vagy L-arginin adaséara jelentOs
javulast mutattak az endothel-fliggd agonista (ACh) altal kivaltott
vazodilatdcioban, a nem diabeteses betegekhez viszonyitva. Ezek alapjan
feltételezziik, hogy az arginaz fokozott expresszojanak szerepe van a corondria
arteriolak karosodott mikodésében DM-ban. Mas kisérletekben, 3) magas
gliikoz vagy gliilkézamin kezelés gatolta a hisztamin altal kivaltott vazodilataciot
a vazizom arteriolaiban, aminek a hatterében a HBP utvonal fokozott fluxusa
kovetkeztében Iétrejovd fehérje glikozilacid all, amely géatolja az eNOS
foszforilaciojat és ezaltal annak aktivacidjat, hozzéajarulva a vazomotor miikkodés
zavar kialakulasdhoz. Eredményeink alapjan feltételezziik, hogy a
kardiovaszkuldris  betegségekben kialakulé vazomotor funkcié zavar
kialakuldsaban az érfali fokozott argindz expresszid kulcsszerepet jatszik a
diabeteses betegekben. Valamint a DM-ra jellemz6é magas gliikoz szint hatasara
fokozodik a fehérjék glikozilacidja, ami hozzdjarulhat a DM korai ¢és
elérehaladottabb szovodményeinek a kialakuldsdhoz. Mindezen eredmények
felvetik, hogy az argindz 1 és a HBP a gatlasdnak, vagy L-arginin adasdnak

potencialis szerepe lehet a diabetes mellitussal tarsulo korképek kezeléseben.
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