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ATP: adenozin-5'-trifoszfat

ADP: adenozin-difoszfat

ALT: alanin-aminotranszferaz
AST: aszpartat-aminotranszferaz
BSA: bovine szérum albumin
BUN: blood urea nitrogen

CTD 110.6: C-terminalis domain
cTnl: cardiac troponin |

DRP: drag-reducing polymer
eNOS: endothelialis nitrit oxid szintaz
ER: endoplazmatikus reticulum
GalNAc: N-acetil-galaktézamin

GAPDH: glicerinaldehid-3-foszfat
dehidrogenaz

GFAT: Glutamin: frukt6z-6- foszfat
amidotranszferaz

GIcN: glikézamin-hidroklorid
GlcNAc: N-acetil-glikézamin
Glc-6-P: glikoz-6-foszfat

GP: glikogén foszforilaz

GRP78: gliikdz regulalt protein 78
GSH: redukalt glutation

H,0,: hidrogen-peroxid

HBP: hex6zamin bioszintézis utvonal
HES: hydroxyethyl-strach

HSP: hé-shock protein

ICAM: intercellularis adhéziés molekula

iNOS: indukalhaté nitrit oxid szintaz

IL: interleukin

LDH: laktat-dehidrogenaz
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LVDP: left ventricular developed pressure

MAP: mean arterial pressure (artérias
k6zépnyomas)

MODS: multiple organ dysfunction syndrome
(tdbbszervi elégtelenség)

MPO: myeloperoxidaz

NADPH: nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate

NAG-thiazoline: 1,2 dideoxy-2"-methyl-a-D-
glucopyranoso(2,1-d)-A2’-thiazoline

NF-kB: nuclearis faktor kappa-B
OGN: N-acetil-gliik6zaminidaz, O-GlcNAcaz
O-GIcNAc: O-tipusu N-acetil-glikézamin

OGT: O-glucoronil transzferaz, O-GIcNAc
transzferaz

PAGE: polyacrylamide gél elektroforézis
PCA: perklor sav

PUGNAc: O-(2-acetamido-2-deoxy-d-
glucopyranosylidene)amino-N-
phenylcarbamate)

ROS: reactive oxygen species / reaktiv oxygen
gyok

SIRS: systemic inflammatory response
syndrome / szisztémas gyulladasos
valaszreakcio

SDS: sodium dodecyl szulfat

TH-R: trauma-hemorrhage and resuscitation /
traumas-hemorrhagias shock és
folyadékpotlas

TNF: tumor nekrozis faktor

TTOA4: 2[(4-chlorophenyl)imino]tetrahydro-4-
0x0-3-[2-tricyclo(3.3.1.13.7)dec-1-ylethel]

UDP-GIcNAc: uridine difoszfo-N-acetil-
glikézamin

UDP-GalNAc: uridine difoszfo-N-acetil-
galaktézamin

UDP-HexNAc: uridine difoszfo-N-acetil-
hexézamin



BEVEZETES

Trauma és a hemorrhagias shock

Az elmult években elért fejlesztések ellenére a kozlekedés biztonsag és a
munkavédelem terén, a sulyos sérlilések a vezetd halalokok k6zo6tt szerepelnek mind a civil,
mind a hadszintéri kdrnyezetben. Fontos megjegyezni, hogy a trauma a vezetd halalok a 35
év alattiak koérében. Az Eurdpai Unidban évente 235.000 halaleset fordul el6 sérilések
kovetkeztében, melynek 2/3-a baleset eredménye.

A hemorrhagias shock korai kezelése sebészi beavatkozabdl és a kering6 vértérfogat
potlasabdl all krisztalloid/kolloid oldatok és vértranszfuzié segitségével. Azonban, a massziv
folyadékpotlas a vérzés sebészi kontrollja elétt tovabbi vérvesztést és nagyobb mortalitast
eredményezhet. Az utébbi id6ben egyre ndvekszik az érdekl6dés minimalis volumenbevitellel
jaré kezelési lehetéségek irant, féleg a lakott terilettél tavol es® régidkban, illetve a
hadszintéren, ahol az azonnali sebészi beavatkozas nem mindig elérhet§, masrészt a
sérlltek szallitasi ideje is jelentds.

A jelent6és vérvesztéssel jardo sulyos sérllések hypovolémias shock-ot
eredményeznek, mely csdkkent szoveti perfuzioval és az oxigén igény / sziikséglet kozotti
egyensuly felborulasaval jar. A hemorrhagias shock ugyancsak gyakran jar egyutt pro-
inflammatorikus mediatorok és szabadgyokdk felszabadulasaval. A gyulladasos mediatorok
tulzott felszabadulasa, azaz a szisztémas gyulladasos valaszreakcio (Systemic Inflammatory
Response Syndrome, SIRS) jelentés tényez6 a tobbszervi elégtelenség kialakulasaban
(Multiple Organ Dysfunction Syndrome, MODS). A tobbszervi elégtelenség incidenciaja
(11.4%) és mortalitdsa (61%) igen jelentds sulyos sériléseket kdvetden.

Osszefoglalva, a szdvetkdrosodds és a gyulladdsos mediatorok tulzott
felszabadulasanak megel6zése szignifikansan csdkkenthetné a trauma okozta mortalitast.
Napjainkig a jol bevalt kezelési protokollok — gyors sebészi bevatkozas és intenziv terapia —
mellett csak néhany Uj gyogyszeres kezelés hatékonysagat sikertlt igazolni multicentrikus,
human tanulmanyokkal. Mindezért fokozott igény van uj, gyégyszeres kezelési eljarasok
kidolgozasdra a sulyos sériiltek ellatasaban, mind a korai tulélés javitasara, mind a
késbbbi sz6védmények hatékony megel6zése érdekében.

Trauma és a stressz-indukalta hyperglykémia

Akut hyperglykémia gyakran alakul ki traumat és hemorrhagias shock-ot kévetéen. A
stress kivaltotta hyperglykémiardl kimutattak, hogy adaptiv mechanizmusként is szolgalhat.
Ennek bizonyitéka, hogy ezen valaszreakcio kioltasa taplalék-megvonast kdvetéen noveli a
traumas kivérzéses shock mortalitasat patkany allatmodellen. Mas szemszoégbdl nézve, az
elmult évek klinikai gyakorlata alapjan, a korai euglykémias kontroll javitja az intenziv
osztalyon kezelt sériltek allapotanak kimenetelét. Fontos megjegyezni, hogy az
emelkedett vércukorszint néveli a hexézamin bioszintézis utvonalon valo ataramlast,
melyrél igazoltak, hogy tobbek k6zb6tt javitjia a sejtek tulélését stressz kériilmények
kozott.



A Hexézamin Bioszintézis Utvonal (Hexosamine Biosynthesis Pathway, HBP) és a
fehérjék O-GIcNAc modosulasa

In vitro sejtkultiran végzett tanulmanyok alapjan a sejtek altal felvett glikéz kozel 2-
5%-a lép be a hexdézamin bioszintézis utvonalba (HBP; 1. abra). A belépés folyamatat és
sebességét az L-glutamin-D-fruktoz 6-foszfat amidotranszferaz (GFAT) szabalyozza, mely a
fruktoz-6-foszfatot alakitja glikézamin-6-foszfatta, glutamint hasznalva amino-csoport
donorként. A glikoézamin-6-foszfat atalakulasa szamtalan intermedier terméken keresztil a
UDP-GIcNAc szintéziséhez vezet. Az UDP-GIcNAc glikozid prekurzorként szerepel
glikoproteinek, glikolipidek és proteoglikanok szintézisébe, ugyanakkor, esszencialis cukor-
nukleotid donor a fehérjék O-GIcNAc médosulasahoz.

Az O-GIcNAc szerepét a sejtfunkcio szabalyozasaban szamos betegéghez koétotték,
igy inzulin-reszisztencia és diabetes mellitus, valamint daganatok kialakulasahoz,
neurodegenerativ betegségekhez, mint pl. az Alzheimer-kér. Ugyanakkor, a leirt adverz
hatasok mellett Zachara N és mtsai igazoltak, hogy eml6s sejteket ért cellularis stressz
kivaltotta fehérje O-GIcNAc modosulas noveli a sejtek ellenalld képességét a stressz
hatasokkal szemben.

A HBP-n val6 ataramlas kisérleti uton ndvelheté exogén gliikézamin adasaval, mely a
glikéz transzporter rendszeren kerll jut be a sejtekbe, glikdézamin-6-foszfatta foszforilalodik
hexokinazok altal, igy képes megkeriini a HBP sebességét szabalyozé6 GFAT enzimet,
ezaltal gyors UDP-GIcNACc szint emelkedést eredményez.

A fehérje O-GIcNAc modosulas szabalyozasa

A sejtmagban és a cytoszolban elhelyezkedd fehérjéken a B-N-acetil-glikézamin O-
helyzetli kotédése (O-GIcNAc) meghatarozott szerin/threonin kétéhelyekhez az O-GIcNAc
transzferaz (O-GIcNAc transferase, OGT) enzim altal térténik, UDP-GIcNAc-et hasznalva
szllkséges szubsztratként. Az O-GIcNAc moédosulas mértéke szorosan fiigg a HBP keresztiil
torténd ataramlastél, hiszen az OGT katalitikus aktivitasa igen érzékeny az UDP-GIcNAc
koncentracié valtozasahoz. A sejtmagban és a cytoplazmaban |év6é fehérjgk O-GIcNAc
szintjét ugyancsak szabalyozza a B-N-acetil-glik6zaminidaz (O-GlcNAcase, OGN) enzim,
mely az O-GIcNAc csoport levalasztasat katalizalja a fehérjékrél. Az OGT-vel ellentétben,
mely elsédlegesen a sejtmagban talalhaté, az OGN aktiv formaja predominansan a
cytoplazméaban (90%) van jelen. Erdekesség, hogy a kézelmultban megjelent tanulmanyok
tamogatjak azt a korabbi elméletet, mely szerint Osszetett és reciprok kapcsolat van a
foszforilacié és az O-glikozilacié kozott — tekintettel arra, hogy a foszforilaciét végzé kinazok
ugyancsak a szerin/threonin két6helyeket célozzak.

Az O-GIcNAc csoport kotédésének és levalasztasanak sebességérél rendelkezésre
allé adatok er6sen korlatozottak, tekintettel arra, hogy jelenleg nem all rendelkezésre
specifikus, nagy affinitasi OGT inhibitor. Mindezért, a legszélesebb koérben hasznalt
farmakologiai megkdzelités az O-GIcNAc szint befolyasolasara az O-(2-acetamido-2-deoxy-
D-glucopyranosylidene) amino-N-phenylcarbamate (PUGNAc), egy ineffektiv O-GIcNAc
analég hasznalata, mely hatékony és viszonylag specifikus kompetitiv inhibitora az O-
GlcNAcaz-nak. Az OGN gatlasa révén a PUGNAc lassitja vagy éppen megelézi az O-
GlcNACc csoport levalasztasat, ezaltal viszonylag gyors O-GIcNAc szint emelkedéshez vezet.
A PUGNACc hatékonysaga az O-GIcNAc szint emelésében szamos bioldgiai rendszerben mar
bizonyitast nyert. Az utébbi idében azonban U] O-GlcNAcaz gatlék (NAG-thiazoline,
GlcNAcstatin) keriltek felfedezésre, melyek vizoldékonyak, hatékonyabbak és szelektivebb
hatastuak a PUGNAc-nél, ezaltal 0 tavlatokat nyitnak az O-GIcNAc modosulas kutatasaban.
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1. abra: A hexozamin bioszintézis utvonal (HBP) és protein O-GIcNAc médosulas. /eredeti abra:
Laczy B és mtsai., AJP Heart Circ Physiol 296:13-28, 2009/ glucose-6-phosphate (glucose-6-P),
fructose-6-phosphate (fructose-6-P), glucosamine-6-phosphate, L-glutamine-D-fructose 6-phosphate
amidotransferase (GFAT), UDP-N-acetylglucosamine (UDP-GIcNAc), 6-diazo-5-oxo-L-norleucine
(DON), O-diazoacetyl-L-serine (azaserine), endoplasmic reticulum (ER), uridine-diphospho-N-
acetylglucosamine:polypeptide B-N-acetylglucosaminyltransferase (OGT), O-linked B-N-
acetylglucosamine (O-GIcNAc), B-N-acetylglucosaminidase (O-GIcNAcase), uridine analog: alloxan
2[(4-chlorophenyl)imino]tetrahydro-4-oxo-3-[2-tricyclo(3.3.1.13.7)dec-1-ylethel] (TTO4), O-(2-
acetamido-2’-deoxy-D-glucopyranosylidene)amino-N-phenylcarbamate (PUGNAc), 1,2 dideoxy-2’-
methyl-D-glucopyranoso(2, 1-d)-2’-thiazoline (NAG-thiazoline). S/T, serine/threonine.

A protein O-GIcNAc moédosulas és az ischemia-reperfluiziés karosodas

Egyre tobb irodalmi adat tamasztja ala azt a megfigyelést, hogy azon jelatviteli
utvonalak aktivalasa, melyek O-GIcNAc szint emelkedéséhez vezetnek, ndvelik a toleranciat
stressz-el szemben és javitjak a sejtek tulélését. Neonatalis cardiomyocytakban kimutattak,
hogy a hypoxia-reoxygenizaciéo atmeneti O-GIcNAc szint emelkedéshez vezet, és ezen
valaszreakcio erGsitése megemelt glikéz szinttel, exogén glikézamin adasaval vagy
PUGNAC kezelés segitségével ndveli a sejtek életképességét, csokkenti a necrosist és az
apoptozist. Izolalt perfundalt szivben, glikézamin vagy glutamin segitségével novelt HBP
ataramlas az ischemia kezdete el6tt szignifikansan noéveli az O-GIcNAc szintet, javitja a
kontraktilis funkciot és csdkkenti a reperfuziét kovetd szoveti karosodast.



Mindezek mellett, Laczy B és mtasi izolalt perfundalt patkanysziven kimutattak, hogy
az OGN gatlasa a reperfuzio soran adagolt NAG-thiazolin segitségével emeli az O-GIcNAc-
szintet és egyben jelentds kardioprotektiv hatassal bir. Lényeges megjegyezni, hogy
eredményeik alapjan az OGN gatlasa klinikailag relevans megkézelités lehet az ischemia
alatti kardioprotekcio terén, részben, mert az O-GIcNAc csoport megérzi a Z-vonalak protein
strukturajanak integritasat. Mas kutatécsoport kimutatta, hogy a PUGNAc in vivo adasa
csOkkenti az ischemia-reperfuziot kdvetéen kialakuld infarktus méretét egér szivben.

Szamos feltételezés latott napvilagot azon mechanizmusra, mely magyarazattal
szolgalna a stresszel szembeni fokozott ellenalld képességre emelkedett O-GIcNAc szint
esetén. A megndvelt O-glikozilacié 6sszefliggésbe hozhaté fokozott HSP (hé-shock protein,
heat shock protein) 40 és HSP70 transzkripciéval, melyek koézil az utdbbi fehérje maga is
célpontja az O-GIcNAc modosulasnak. Elézetes tanulmanyok alapjan elmondhatjuk, hogy az
ischemia-reperfuzio valtozast okoz a glikogén foszforilaz-b, a mitokondrialis akonitaz-2 és a
cytoszkeletalis vinkulin O-GIcNAc moddosulasaban. Emelkedett O-GIcNAc modosulasrol
kimutattak tovabba, hogy gatolja bizonyos fehérjék lebomlasat, feltehetéleg a proteasome
gatlasa révén, mely szintén hozzajarulhat a sejtek jobb tuléléséhez. Ugyancsak lehetséges,
hogy a kardioprotekcié a reperfuzié okozta Ca®'-tultelitédés megakadalyozasa révén jon
létre.

Ezek az eredmények azt bizonyitjak, hogy az emelkedett O-GIcNAc szint
sejteken és izolalt szerveken igazolt védé hatasat kdvetkezbé Ilépcsbként, in vivo
koérnyezetben is érdemes tanulmanyozni.

A protein O-GIcNAc médosulas, hemorrhagias shock és inflammacio

A traumaval kombinalt hemorrhagias shock modellek széles kdrben elterjedtek olyan
szituaciok modellezésére, melyek soran a sulyos sérlilhez jelents vérveszteség tarsul. Ezen
modellek jorésze kisérletes uton, ragcsaldokon I|étrehozott lagyrészkarosodas és
vérlebocsatas kombinaciéjan alapul, melyet folyadék és/vagy vérvisszapétlas kovet. A
traumas hemorrhagias shock modellek okozta karosodas pathomechanizmusa Iényegében
az ischemia-reperfuzidos karosodas elvén alapul. Korabban igazolast nyert, hogy a
glikézamin vagy PUGNACc in vivo adasa folyadékpoétlas soran szignifikansan javitja a cardiac
2 oraval a hemorrhagias shock-ot kdvetdéen. Glikézamin vagy PUGNAc in vivo adasa
szintén szignifikdnsan ndvelte a fehérjék O-GIcNAc moddosulasat szamos szdvetben,
alatamasztva azt az elméletet, mely szerint az emelkedett O-GIcNAc szint a sejtmagban és a
cytoplazmaban talalhato fehérjéken felelés az emlitett protektiv hatasokeért.

Szamos tanulmany bizonyitotta, hogy az O-GIcNAc szint acut emelkedése csokkenti
a szoOvetkarosodast és a stressz okozta gyulladasos valaszreakciot. Az O-glikozilacié acut
aktivalasa ugyancsak protektivnek bizonyult in vivo endoluminalis érsérllést kovetd
gyulladas elharitasaban. Glikézaminnal és PUGNAc-el torténé el6kezelés novelte az O-
glikozilaciét ballon-okozott patkany carotis artéria sérilést kovetéen a kontroll allatokhoz
viszonyitva. lzolalt cardiomyocytakban mind a glikézamin, mind az OGT overexpresszio
novelte az O-GIcNAc szintet, csokkentette az LPS (lipopoliszacharid) indukalta TNF-a és
ICAM-1 (intracellularis adhezios molekula, intracellular adhesion molecule) expressziot,
valamint csdkkentette az IkB-a foszforilaciét és ezaltal a sejtmagban bearamld NF-kB szinjét.
Nemrég bizonyitasra kerlt, hogy az O-GIcNAcaz inhibitor PUGNACc kezelés szignifikansan
csOkkentette az IL-6 szintjét a szérumban és a BAL (bronchoalveolar lavage) folyadékban,
valamint csdkkentette az ICAM-1 expresszidjat a tidében CLP (cecum punkcio és lekotés,
cecal puncture and ligation) indukalta szepszist kdvetéen patkanyokban. A PUGNAc
eléidézte csokkenés a CLP okozta gyulladasos reakcioban egyutt jart az O-GIcNAc szint
nagyjabol kétszeresére valé emelkedésével.

Ezen eredmények tovabb erésithetik azt a feltételezést, hogy az emelkedett O-
GIcNAc szint javithatja a tulélést, cs6kkentheti a szervkarosodast és a gyulladast
sulyos hemorrhagias shock-ot kévetéen.



CELKITUZES

A fehérjgk O-GIcNAc modosulasa olyan posztranszlacios modosulas, melyrdl

igazolast nyert, hogy javitja a sejtek tulélését ischemia-reperfuziés karosodast kdvetdéen. A
sulyos sérllések napjainkban a vezetd halalokok kozott szerepelnek és sziikség van Uj,
metabolikus kezelési eljarasokra, melyek tovabb javithatnak a sulyosan sérllést betegek
tulélését és csdkkenthetnék az életet veszélyezteté szévédmények kialakulasat. Mindezért,
tanulmanyunkban az alabbi célokat tliztik ki:

» Az emelkedett O-GIcNAc szint hatasanak vizsgalata a rovid-tava kimenetelre stlyos
traumas hemorrhagias shock-ot kovetéen patkanyokban

A tanulmany elsé részének f6 célja az volt, hogy megvizsgaljuk, milyen hatasa van a
kistérfogati, bolus injekcidban intravénasan beadott glikézaminnak sulyos
hemorrhagias shock-ot kodvetéen érdemi volumenpodtlas hianyaban a talélésre, a
hemodynamikus paraméterekre és a szovetek energetikai allapotara.

Szintén megvizsgaltuk, hogy a felsorolt valtozasok egyutt jarnak-e emelkedett fehérje
O-GIcNAc modosulassal a sziv, az agy és a maj szovetekben.

» Az emelkedett O-GIcNAc szint hatasanak vizsgalata a késébbi kimenetelre sulyos
traumas hemorrhagias shock-ot kovetéen patkanyokban

A tanulmany masodik részének célja az volt, hogy meghatarozzuk a glikdézamin vagy
a PUGNACc altal el6idézett O-GIcNAc szint emelkedés hatasat a 24 6ras tulélésre
sulyos traumas hemorrhagias shock-ot és teljes folyadékpédtlast kovetden
patkanyokban.

Szintén megvizsgaltuk, hogy a tulélésre gyakorolt hatas mellett cstkkenti-e az
emelkedett O-glikozilacid a szervkarosodast, az apoptosist és a szisztémas
gyulladasos valaszreakciot.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Rovid-tavu (2 oras) traumas hemorrhagias shock modell: Kisérleteink soran olyan
hemorrhagias shock modelt alkalmaztunk, melynek érdemi folyadékpétlas nélkil a
kivéreztetést kdvetéen 35 perccel 0%-os a tulélési esélye. Roviden, isofluran anesztézia alatt
(1.5% vol/vol, 1 L/perc oxygen aramlas), mindkét femoralis artériaba és a jobb oldali
femoralis vénaba kanilt helyeztink a folyamatos artérias koézépnyomas mérése,
vérlebocsatas és gyogyszerbeadas céljabol. Ezt kovetéen 5 cm-es kbzépvonali laparotomiat
végeztlink, ezzel modellezve a traumat jelenté lagyrészkarosodast. Az allatokat 37 °C-ra
beallitott melegité padon tartottuk a centralis testhémérséklet fenntartasa érdekében. A
kivéreztetés soran infuzids pumpa segitségével 55%-at bocsatottuk le a becsiilt
vértérfogatnak (teljes vértérfogat [mL] = testsuly [g] x 0.061) 25 perces id6 intervallum alatt.
Kisérleti csoportok: A kivéreztetést kovetéen az allatokat véletlenszerlien két csoportba
osztottuk: glikézaminnal és mannitollal kezelt (kontroll) csoport. Tekintettel a glikdézamin
viszonylag magas osmolaritasara, mannitolt hasznaltunk a kontroll csoport esetében, mind
glikézamin oldat kerllt intravénasan beadasra 10 perc alatt. Az allatok ezt kdvetéen nem
részeslltek tovabbi folyadék pétlasban. Az allatokat 2 éran keresztil figyeltik meg a kezelést
kovetben, illetve elpusztulasuk idétartamaig (apneas idé > 1 perc). A kisérlet végén a tuléld
allatokon eutanaziara kerilt sor, altatasban intravénasan beadott koncentralt kalium-klorid
oldat segitségével. Ezt kdvetben szérum és kilonbdz6 szdveti mintakat gyljtéttink.

Hosszu-tava (24 6ras) traumas hemorrhagias shock modell: Az el6z6ekben leirt modellt
adaptaltuk a hosszabb tavu tulélés tanulmanyozasara: a vérlebocsatas utan 45 perces
vérnyomas-kontrollalt fazis (csokkentett artérias kdzépnyomas) kertilt beiktatasra, majd ezt
kovetben teljes folyadékpodtlast biztositottunk. A kivéreztetés a becsilt vértérfogat 55%-nak
lebocsatasaval tortént 25 perc alatt. Ezt kbvetéen, az artérias k6zépnyomast 35-40 Hgmm-
en tartottuk 45 perces id6 intervallumra (nyomas-kontrollalt fazis) kis térfogatu, i.v. fizioldgias
sooldattal szlikség szerinti adasaval, a beadott folyadékpotlas ez id6szak alatt nem
haladhatta meg a lebocsatott vértérfogat 40%-at. Ezt kdvetden teljes folyadékpodtlasra kerdilt
sor, a lebocsatott vértérfogat 4X-nek megfelel6 térfogatu 0.9%-os fizioldgias soéoldat
segitségével 60 perc alatt. Ezutan az artérias és a vénas kanulék eltavolitasra kerlltek, a
sebeket bezartuk, az allatokat felébresztettiik és 24 6ras megfigyelési id6szak kdvetkezett. A
24 orat tuléld allatokon eutanaziara kerilt sor, altatasban intravénasan beadott koncentralt
kalium-klorid oldat segitségével. Szérumbdl, vérbdl illetve a sziv, tid6 és a maj szovetekbdl
tortént mintavétel késdbbiekben részletezett vizsgalatok céljabdl. Azon allatok, melyek a 24
o6ras megfigyelés soran moribund allapotba kerlltek, eutanaziara kerllt sor és a tulélés
szempontjabdl elpusztult allatként kerlltek nyilvantartasra. Kisérleti csoportok: az allatokat
véletlenszerlien a kovetkezd 4 csoportba osztottuk: 1) Aloperalt ('sham’-operated); 2)
Kontroll: kivéreztetett és fizioldgias séoldattal kezelt; 3) Glikézamin: kivéreztetett és 270 mg/
ttkg glikézaminnal kezelt és 4) PUGNACc: kivéreztetett és 7 mg/ttkg PUGNAc-el kezelt
allatok. Mindkét kezelt csoportban a teljes doézis 25%-a 2 mL-es bolusban kozvetlenul a
kivéreztetést kbvetéen, a maradek 75% pedig a 60 perces folyadékpotlas alatt folyamatosan
kerllt beadasra. Az aloperalt ('sham’) allatok esetében csak altatasra és kanulalasra kertilt
sor, vérlebocsatas nélkil. Minden kisérleti allat esetében 0.3 mg/ ttkg buprenorphine keriilt
s.c. beadasra kozvetlendl, illetve 12 6raval a folyadékpotlast kdvetéen fajdalom csillapitas
céljabol.



Vérgaz analizis, szérum enzim, gliikéz, laktat és elektrolitszint mérések: artérias
mintavételt kovetéen a vérgaz paramétereket kereskedelmi forgalomban lévé vérgaz-
analizator segitségével mértik. Az alanin-transzaminaz (ALT), aszpartat-transzaminaz
(AST), lactat dehydrogenaz (LDH), amylaz, creatinin és vér urea nitrogén (blood urea
nitrogen, BUN) szintek enzimatikus reakcio segitségével kerilltek mérésre.

Szérum cytokin szintek: interleukin- (IL) 6 és 10; valamint tumor necrosis factor (TNF)-a
szintek meghatarozasa kereskedelmi forgalomban lévé ELISA (sandwich enzyme-linked
immunosorbent assay) készlet segitségével tortént, kbvetve a gyartd utasitasait.

Western-immunoblott analizis: a proteinek 7-10 % SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel) elektroforézis gélen tortént szeparalast kévetéen PVDF (polyvinylidene
difluoride) vagy nitrocelluléz membranokra kertiltek transzferalasra. Az egyenlé fehérje
feltoltést Sypro Ruby (Bio-Rad) festés segitségével ellenériztik. A membranokat 16 6ran
keresztll inkubaltuk 1:1000 vagy 1:2500 aranyban higitott CTD 110.6 (anti-O-GIcNAc),
foszfoszerin, foszfothreonin, GRP78 vagy iNOS antitesttel. A feltoltést a membranok elézé
antitesttél térténd megtisztitasat kovetéen B-actin vagy calsequestrine antitest segitségével
ismételten ellendriztik. A denzitometria a CTD 110.6 és a foszfoszerin / foszfothreonin
immunoblottok esetében ugy toértént, hogy az egész oszlop (6sszes protein-sav) kertilt
kijelolésre, majd az atlagos denzitast szamitottuk ki a hattér-intenzitas levonasat kévetéen,
Scion Image software (Scion Corporation, Frederick, MD) segitségével.

Magas-nyomasu folyadék kromatografidas mérések (high performance liquid
chromatography, HPLC): a szdveti adenozin trifoszfat (ATP) szint mérése: frissen
fagyasztott szoveti tormelék 0.3M perchlor-savban kerilt homogenizalasra, majd 10 percig
centrifugaltuk 4 °C-os hémérsékleten 14,000 g fordulaton; ezt kovetéen a fellluszét 1:4
trioctylamine:1,1,2-trichlorotrifluoroethane-al  kevertik. A keveréket Ujabb 5 percig
centrifugaltuk 4 ‘C-on; majd a vizes fazist strong anion exchange (SAX) oszlopon futtattuk
262-nm-es hullamhosszra allitva a detectort. Szérum glikézamin szintek: 0.1 mL szérumot
adtunk 0.4 mL acetonitrile-hez a szérum fehérjék kicsapasa céljabol. A megtisztitott és
derivatizaltuk, mely reakciot 0.4 mL, 1.5% ecetsavval allitottunk meg. A fel nem hasznalédott
derivatizald reagenst organikus fazisba particionaltuk 1.0 mL kloroform hozzaadasaval, a
fellluszo vizes fazist pedig tovabb tisztitottuk anion-cserélé oszlop segitségével, majd az
oszloprol leoldott fazist ODS2 analitikai oszlopon futtatuk, isocraticus rendszeren. Az adatok
feldolgozasa System Gold Nouveau software (Beckman Coulter, Fullerton, CA) segitségével
tortént a gorbe alatti terilet integralasaval, melyet a mérések elején futtatott ismert
standardokéhoz viszonyitottunk.

Nuclearis faktor kappa-B (NF-kB) aktivitas, apoptosis és myeloperoxidaz (MPO)
mérése: az NF-kB aktivitast ELISA-alapu, kolorimetrias, promoter régiét tartalmazo
oligonucleotid-kétd prébaval vizsgaltuk. Az apoptosist specialis ELISA-készlet segitségével
mértlk, a téredezett DNS-hez két6dd hisztonok mennyiségének meghatarozasaval. Az MPO
mennyiségének meghatarozasa szintén kereskedelmi forgalomban lévé ELISA-készlet
segitségével tortént.

Adatok értékelése: A statisztikai analizist GraphPad Prism 4 software (GraphPad, San
Diego, CA) és SPSS13.0 (SPSS, Chicago, IL) software segitségével végeztik. A tuléld
gorbéket log-rank teszttel elemeztik, az értékeket tulélési szazalék formajaban abrazoltuk.
Mas statisztikai szamitasok unpaired Student’s t teszt, korrelacié-analizis vagy paraméteres
ANOVA és Bonferroni- vagy Dunnett-féle post hoc tesztekkel torténtek. Amennyiben az
adatok nem koévették a normal eloszlast vagy nem mutattak egyenlé varianciat, log vagy rank
transzformaciot kévetéen one-way ANOVA vagy Kruskal-Wallis variancia analizis és Dunn-
féle post hoc teszt segitségével kerlltek elemzésre.



EREDMENYEK

I. Az emelkedett O-GIcNAc szint hatasanak vizsgalata a rovid-tavu kimenetelre
sulyos traumas hemorrhagias shock-ot kovetéen patkanyokban

Talélés

Osszesen 37 allatot vetettiink ald trauma-hemorrhagias shock modelinek, mely
minimalis folyadékpodtlassal jar. A glikézamin kezelés szignifikansan javitotta a tulélést a
(mannitollal kezelt) kontroll allatokhoz képest (2-6ras tulélés: 47% vs. 20%, p<0.05) 2. abra.
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2. abra: Tulélési szazalék az id6 fiiggvényében a gliik6zamminal-kezelt (GIcN) és a Control
(mannitollal-kezelt) patkanyok esetében (p<0.05, log-rank teszt). A tulélési szazalékot, a tulélé
allatok és az adott csoportba tartozé ésszes allat szamat mutatja az abra felirata. Zero (0) perc jelzi a
bolus gliikbzamin beadasanak id6pontjat.

Hemodynamikai paraméterek

Az artérias k6zépnyomas szignifikansan emelkedett értéket mutatott kdzel 18 perces
idétartam idejére a glikdzaminnal kezelt csoportban. Hasonlé értékeket talaltunk, amikor
csak azokat az allatokat hasonlitottuk 6ssze, melyek tulélték a 2 6ras utankdvetési idészakot.

Artérias vérgaz, szérum biokémiai paraméterek és szérum gliikozamin szintek:

A PACO,, a sav-bazis egyensuly (pH), a bazis tulsuly (base excess, BE) és a szérum
bikarbonat értékekek mindkét csoportban csdkkentek a traumas hemorrhagias shock-ot
kovetben az alapértékekhez képest, jelezve a shock sulyossagat. Szignifikansan emelkedést
mutatott a szérum laktat szint, 6sszhangban a jelentds foku metabolikus acidosis
kialakulasaval. A hematokrit érték szignifikansan cstkkent a kivéreztetés végére és tovabbi
csOkkenést mutatott a kezelést kdvetd 30 perc végére. A szérum kalium és foszfat értékek
szignifikansan emelkedtek mindkét csoportban a kivéreztetést kdvetéen, parhuzamosan a
shock-os allapot sulyosbodasaval.
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Ugyanakkor, nem talaltunk szignifikans eltéréseket a szérum enzim szinteket (ALT,
AST, LDH, amilaz) és a vesekarosodast jelzé kreatinin / BUN aranyt illetéen egyik mérési
id6pontban sem. A glikézamin tulélést javitd hatasa ellenére sem kulonboztek a fent emlitett
értékek a glikdzaminnal kezelt és a kontroll csoportot 6sszehasonlitva.

A boélus glikézamin kezelést kovetéen 30 perccel vett szérum mintakban atlagosan
2.6 mM % 0.5 mM glikdézamin koncentraciot mértiink. A kontroll és a mitétnek ala nem vetett
allatokban a szérum glikézamin szint nem volt mérheté tartomanyban.

A szovetek energetikai allapota

A hemorrhagias shock nem volt hatassal az ATP szintre a szivben, az agyban és a
harantcsikolt izomban, ugyanakkor, jelentés ATP csdkkenést valtott ki a majszovetbdl vett
mintakban. A glikézamin kezelés egyik szervbdl vett mintaban sem eredményezett
szignifikans javulast a széveti ATP szintben.

Szérum cytokinek

A szérumbdl 30 perccel a kezelést kovetéen vett mintakban a TNF-a és az IL-10
kisfokiu emelkedést mutatott a mitétnek ki nem tett allatokéhoz képest; ezen értékekre a
glikézamin kezelés nem volt hatassal. A szérum IL-6 szintek a tanulmanyozott idépontban
még nem érték el a mérhet6 tartomanyt.

Protein O-GIcNAc szintek

Eredetileg a szbvetmintakat 2 6raval a hemorrhagias shock-ot kévetéen, illetve az
allatok elpusztulasanak idején vettik, azonban ezen id6pontokban vett mintakat
O0sszehasonlitva nem talaltunk szignifikans eltérést a szoveti O-GIcNAc modosulas
mértékében.

igy kiegészitd kisérleteket végeztiink, mely soran a traumas hemorrhagias shock-ot
és kezelést kdvetéen 30 perccel kerillt sor mintavételre, amikor az artérias kézépnyomas
szignifikdnsan magasabb volt a glikézaminnal kezelt allatokban. Ezen idépontban a
glikézamin kezelés szignifikdansan emelkedett O-glikozilaciét eredményezett a szivben (3.
abra), az agyban és a majban, kivéve a harantcsikolt izombadl vett mintakban.
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3. abra: Sziv: O-GIcNAc immunoblot 30 perccel a hemorrhagias shock-ot és GIcN (gliik6zamin)
vagy mannitol (Control) kezelést kbvetéen. Oszlopdiagramm: normalizalt denzitas értékek atlaga +
SEM. A denzitas értékeket calsequestrinhez (Cals) viszonyitottuk az egyenlé feltéltés ellenbrzése
érdekében. Kétminas Student t-teszt, *p < 0.05 Vs Control.
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Il. Az emelkedett O-GIcNAc szint hatasanak vizsgalata a késoébbi kimenetelre
sulyos traumas hemorrhagias shock-ot kovetéen patkanyokban

Talélés

Osszesen 50 éllatot tettiink ki traumas hemorrhagias shock kezelésnek, melyet teljes
folyadékpotlas kovetett. Ezt kdvetben az allatokat 24 6ran keresztil figyeltik meg. Azon 4
patkany, mely a m(tét vagy a korai folyadékpotlas soran pusztult el, nem szerepel a késébbi
analizisek soran. A tulélési szazalék szignifikansan magasabb volt mind a glikézaminnal
(85%), mind a PUGNACc-el kezelt csoportban (86%) a kontroll allatokéhoz hasonlitva (53%)
(4. abra). Az aloperalt csoportban mortalitast nem észleltlink.
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4. abra: Tulélési gorbe: tulélési szazalék az id6 fiiggvényében a Control, Gliik6zamminal (GIcN)
és a PUGNAc-el kezelt patkanyok esetében (p<0.05, log-rank teszt). A tulélési szazalékot, a tulélé
allatok és az adott csoportba tartozé 6sszes allat szamat mutatja az abra felirata. Mind a GIcN, mind a
PUGNACc kezelés szignifikansan javitotta a talélést a kontroll allatokhoz képest (log rank test, p<0.05).
Zero (0) perc jelzi a folyadékpodlas végét és a 24 6ras tulélési periddus kezdetét.

Artérias vérgaz analizis és szérum biokémiai paraméterek

A hemorrhagias shock sulyossagat a kivaltott hyperkalaemia, hypocalcaemia, sulyos
foku acidosis, illetve a csbékkent partialis szén-dioxid nyomas (PACO;), pH, bikarbonat
(HCO3 ), teljes szén-dioxid (TCO,), bazis tulsuly (BE) és az emelkedett szérum laktat szintek
jelzik. A vérlebocsatast kdvetéen az acidosis foka minden csoportban egyforma volt,
azonban a folyadékpodtlas végére a vérgaz paraméterek szignifikansan javultak mind a
glikézaminnal, mind PUGNAc-el kezelt csoportban a kontroll allatokhoz viszonyitva, az
emelkedett HCO5; , TCO,, BE és csdkkent szérum laktat szintek alapjan.

Szérum cytokinek

A hemorrhagias shock szignifikans emelkedést eredményezett a pro-inflammatorikus
cytokin IL-6 szintjében, 24 ¢6raval a folyadékpotlast koévetben a kontroll csoportban,
ugyanakkor ez az emelkedés szignifikansan alacsonyabb volt a PUGNAc kezelés hatasara
(Aloperalt (Sham): 8+6, Kontroll: 181+36, PUGNAc: 42+22 pg/mL, p<0.05). Az aloperalt
allatokhoz viszonyitva az anti-inflammatorikus cytokin IL-10 csak a kontroll csoportban
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emelkedett (Dunnett's posthoc-test (p<0.05), ANOVA: szignifikans trend, p=0.08). Az
aloperalt allatokéhoz képest egyik csoportban sem talaltunk szignifikans valtozast a szérum
TNF-a szintjében 24 éraval a hemorrhagias shock-ot kdvetéen.

Nuklearis Faktor kappa-B aktivacio

Az NF-kB koétédési aktivitasa a promoter régidjahoz szignifikans emelkedést mutatott
a majszévetben mind a kontroll, mind a glikézaminnal kezelt csoportban 24 ¢6raval a
hemorrhagias shock-ot kévetéen, azonban a PUGNAc kezelés szignifikansan csokkentette
az NF-kappa B fokozott aktivitasat. A szivben és a tlidében nem sikerllt kimutatni
szignifikans NF-kB aktivitast a traumas kivérzéses shock hatasara a tanulmanyozott
idépontban.

Szoveti iINOS (indukalhatoé nitrit oxid szintaz) szintek

Az indukalhaté nitrit oxid szintaz enzim szintje a kontroll csoportban szignifikans
emelkedést mutatott az aloperalt allatokéhoz képest a majban és a szivben. Az emelkedett
iINOS szintet szignifikansan csdkkentette a PUGNACc kezelés, mig a glikézamin adasa nem
bizonyult hatékonynak. Meglepéd médon a tanulmanyozott idépontban nem talaltunk
szignifikans INOS expressziot a tidd szovetbdl vett mintakban.

Myeloperoxidaz (MPO) szintek

A szoveti MPO szignifikansan emelkedett a kontroll allatokbdl vett tidé szévetben 24
o6raval a hemorrhagias shock-ot kévetéen az aloperaltakéhoz képest. Ugyanakkor, nem
talaltunk szignifikans emelkedést sem a PUGNAc, sem a glikézamin csoportban az aloperalt
csoporthoz hasonlitva. A szivben és a majban a tanulmanyozott idépontban nem valtozott az
MPO szint az aloperaltakhoz képest.

Szervkarosodas és apoptozis

A PUGNAc kezelés szignifikansan csodkkentette a traumas hemorrhagias shock
okozta szérum alanin-transzaminaz (Aloperélt: 95+14, Kontroll: 297+56, PUGNAc: 126121
U, p<0.05), aszpartat-transzaminaz (Aloperalt: 536+110, Kontroll: 1661215, PUGNAc:
897+155 U, p<0.05) és laktat-dehydrogenaz (Aloperalt: 160+18, Kontroll: 1499+311,
PUGNACc: 357£99 IU, p<0.05) szintjét, azonban a glikézamin kezelés nem volt hatassal a
fenti szérum paraméterekre. A pancreas (amilaz) és vese (kreatinin / BUN) karosodast jelz6
értékek nem mutattak szignifikans valtozasokat a tanulmanyozott id6pontban egyik
csoportban sem az aloperalt allatokéhoz viszonyitva.

A majban kozel kétszeresére emelkedett apoptézist mértlink a kontroll csoportban az
aloperalt allatokhoz hasonlitva, ugyanakkor nem észleltlink szignifikans szdveti apoptozist
sem a glikézaminnal, sem a PUGNAc-el kezelt csoportokban. A tidében a hemorrhagias
shock hatasara a kontroll csoportban kozel 2.8-szorosra emelkedett apoptézishoz képest
szignifikans csdkkenést eredményezett mind a glikézamin, mind a PUGNAc kezelés. A
szivben ugyanakkor nem észleltiink szignifikans valtozast az apoptézist illetéen egyik
csoportban sem az aloperalt allatokhoz viszonyitva.

Endoplazmatikus reticulum stressz
A GRP78 (glucose regulated protein) a hé-shock protein csalad tagja és fontos

indikatora az endoplazmatikus reticulumot (ER) ért stressznek. Annak felmérésére, hogy
milyen mértékben okoz ER-stresszt a traumas-kivérzéses shock, illetve az alkalmazott
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kezelési protokol, megvizsgaltuk a GRP78 fehérje expresszidjat a majszévetbdl vett
mintakban. Eredményeink azt mutatjak, hogy nem kovetkezett be szignifikans GRP78
emelkedés a kontroll illetve a kezelt csoportokban az aloperalt allatokéhoz viszonyitva, 24
oraval a hemorrhagias shock-ot kdvetéen.

Protein O-GIcNAc and foszforilacios szintek

A majban szignifikans, tébb, mint 50%-os csdkkenés kovetkezett be a fehérjék O-
GIcNAc szintjében 24 o6raval a traumas kivérzéses shock hatasara az aloperalt csoporthoz
viszonyitva; ugyanakkor a PUGNAc kezelés szignifikansan emelkedett O-glikozilaciot
eredményezett a kontroll csoporthoz viszonyitva. A glikézamin kezeléssel azonban nem
sikerllt megel6zni a széveti O-GIcNAc szint csOkkenését (4. abra).

A globalis O-GIcNAc médosulas mellett felmértik mind a szerin, mind a threonin
foszforilaciét a majszdvetbdl vett mintakban. A szerin rezidumokon létrejové foszforilacio
szignifikansan emelkedett mind a glikézamin, mind a PUGNAc csoportban a kontrollhoz
viszonyitva; emellett a PUGNAc-el kezelt csoportban a szerin foszforilacio szignifikansan
emelkedést mutatott az aloperalt allatokéhoz képest is. Ezzel ellentétben, a majszdvetben
Iévé proteinek threonin foszforilacidja szignifikans csdkkenést mutatott mind a kontroll, mind
a glikézamin csoporthoz képest.

A fehérjék O-GIcNAc szintje a majszévetben szignifikans negativ korrelaciot mutatott
a szoOvetkarosodast jelz6 paramméterekkel: ALT (r=-0.71, p<0.05), AST (r=-0.75, p<0.05),
LDH (r=-0.76, p<0.05) és az apoptozissal (r=-0.63, p<0.05). Ugyancsak mérsékelt, de
szignifikans korrelaciét talaltunk az O-GIcNAc modosulas mértéke és a folyadékpotlast
kovetbéen mért szérum laktat szint kozott (r=-0.54, p<0.05).

A tidébol vett mintakban ugyancsak szignifikans csotkkenést talaltunk a traumas
kivérzéses shock hatasara. Hasonléan a majhoz, a csokkenést egyedil a PUGNAc adasa
elézte meg, mig a glikézamin kezelés nem mutatott szignifikans hatast a 24 6ras idépontban
vett mintakban. A fehérjék O-GIcNAc moddosulasa hasonlé mintazatot mutatott a szivben,
azonban ezen értékek nem érték el a statisztikailag szignifikans hatart (ANOVA, p=0.07).
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4. abra: O-GIcNAc médosuldas a mdjszévetbdl vett mintakban 24 éraval hemorrhagias shock-ot
és kezelést kbvetben. Reprezentativ immunoblott az abra bal oldalan 2-2 kivalasztott minta O-
GIcNAc moédosulasat mutatja be. Oszlopdiagramm a jobb oldalon: normalizalt denzitas értékek atlaga
+ SEM. A denzitas értékeket [-actin festéshez viszonyitottuk az egyenlé feltdltés ellenbrzése
érdekében. Eredmények: atlag + SEM, n=7 minden csoportban, ANOVA: *o < 0.05 Vs Sham
(Aloperalt) és *p < 0.05 Vs Control.
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MEGBESZELES

. Az emelkedett O-GIcNAc szint hatasanak vizsgalata a rovid-tava kimenetelre
sulyos traumas hemorrhagias shock-ot kovetéen patkanyokban

Eredményeink alapjan igazolast nyert, hogy minimalis térfogatl, bolus glikézamin
adasa hemorrhagias shock-ban szignifikansan javitja a 2 dras tulélést tovabbi folyadékpadtlas
szUkségessége neélkil (47% Vs 20%). Emellett, szignifikdns emelkedést észleltink a
glikézaminnal kezelt csoportban 18 perces idétartamra a kezelést kdvetéen. Hasonloan
korabbi tanulmanyokhoz, a glikézamin kezelés szignifikansan emelkedett protein O-GIcNAc
szintet eredményezett a szivben, a majban és az agyban. Tekintettel arra, hogy a kontroll
(mannitol) és a glikdézamin oldat osmolaritasa kdzel egyenlé volt, a glikézamin tulélésre
gyakorolt hatasanak hatterében nagy valdszinlséggel nem az ozmotikus, hanem a
metabolikus hatasa all.

A hypovolémias shock kialakulasaval parhuzamosan metabolikus acidosis |épett fel,
melyet az emelkedett laktat és a csOkkent pH, PAO,, base excess (BE) és bikarbonat szintek
jeleznek. Mig a metabolikus acidosis javulasa altalaban 6sszhangban all a kedvezdébb
kimenetellel, 30 perccel a kezelést kbvetéen nem talaltunk szignifikans kilonbséget a vérgaz
paraméterekben a kontroll és a glikézaminnal kezelt csoportokat 6sszehasonlitva — jelezve,
hogy a gliikézamin kezelés nem volt hatassal a metabolikus acidosisra a mérés idején.

A trauma okozta sulyos hemorrhagias shock velejaréja a csdkkent cardiac output és
periférias széveti perfuzié. Ennek kdvetkezményeként neuroendokrin reflexek aktivalodnak,
centralizalt keringés és periférias vazokonstrikcié |ép fel. Eredményeink azt mutattak, hogy a
glikézamin kezelés szignifikans emelkedést eredményezett az artérias kdzépnyomasban
(mean arterial pressure, MAP) rovid idétartamra, kozvetlenll a kezelést kdvetéen. Minden
egyéb metabolikus és hemodynamikus hatas hianyaban, feltételezzik, hogy a MAP atmeneti
emelkedése acut vazoaktiv és / vagy a neuroendokrin valaszra gyakorolt hatas eredménye,
melynek kdvetkeztében tovabbi vazokonstrikcio Iépett fel.

A szbvetek bioenergetikai statuszanak fenntartasa, kildndésen az ATP szint
megbrzése, jelentdés hatassal bir a tulélésre, ezért meghataroztuk a szdveti ATP szintet
kilonb6zb szervekben 30 perccel a kezelést kévetéen, amikor a mannitollal kezelt kontroll
allatok tulélési szazaléka csOkkenni kezdett. A glikdézamin kezelés azonban nem volt
hatassal a szoveti ATP szintekre a tanulmanyozott szervekben. Mindez arra enged
kovetkeztetni, hogy a glikdézamin tualélésre gyakorolt pozitiv hatasat nem kodzvetlendl a
bioenergetikai statusz javitasa révén érte el.

A szérum cytokinek 30 perccel a hemorrhagias shock-ot és a kezelést kbvetben
kisfoki emelkedést mutattak, mely valtozasra a glikézamin kezelés nem volt hatassal. Az
irodalmi adatok alapjan a szérum cytokin szintek elsésorban elhuzédé folyadékpotliast
kovetéen mutatnak szignifikans emelkedést a reperflzidos karosodas kdvetkezményeként,
mig a teljes folyadékpotlas illetve a folyadékpdtlas hianya nem okoz azonnali szignifikans
cytokin emelkedést.

Az emelkedett széveti O-GIcNAc szint a szivben, a majban és az agyban 30 perccel
a kezelést kovetéen ugyan nem jelent direkt ok-okozati kapcsolatot a tulélés és a szbveti O-
glikozilacié kézott, ezen eredmények 6sszhangban allnak azon irodalmi adatokkal, melyek
szerint az emelkedett O-GIcNAc szint és a tulélési szazalék javulasa egyszerre figyelhetd
meg. Meglep6 mddon, nem talaltunk szignifikans kilénbséget a fehérjék O-glikozilacidjaban
azon kontroll vagy glikézaminnal kezelt allatokat 6sszehasonlitva, melyek tulélték a 2 6ras
megfigyelési id6szakot vagy nagyjabdl egy idépontban hullottak el. Tekintettel arra, hogy a
fehériegk O-GIcNAc modosulasa igen gyorsan (akar masodpercek alatt) valtozhat,
lehetséges, hogy a 2 ¢ras idGintervallum végére a glikozamin okozta O-GIcNAc emelkedés
mar visszatért az eredeti szintre.

Az emelkedett O-GIcNAc modosulas eredményezte védd hatas hatterében alld
mechanizmusok pontos meghatarozasa még varat magara. Ugyanakkor irodalmi adatokbdl
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tudjuk, hogy az O-GIcNAc szintek valtozasa fontos szerepet jatszik kilonb6zé jeltaviteli
utvonalak modositasaban, igy hatassal van a p42/44 és p38 mitogen akitvalta protein
kinazok (MAPK) aktivitasara. Emelkedett O-GIcNAc modosulasrél szintén kimutattak, hogy
noveli a h6-shock fehérje (heat shock protein) HSP 70 és 40 expressziojat.

A minimalis vagy korlatozott volumenl folyadékpétlas az elényben részesitett
stratégia a hemorrhagias shock kezelésében harctéri kérilmények koézott, illetve a pre-
hospitalis ellatas soran, miel6tt a vérveszteséget megallitd sebészi kezelésre lehetbség
adddik. Ezen szituaciokban a sebészi beavatkozast megel6z6 nagy-volumeni folyadékpaotlas
ugyanis tovabbi vérveszteséget okozna. A Kkisérleteink soran alkalmazott glikdézamin
térfogata 150-250 ml-et jelentene egy atlagos, 70 kg-os testulyu sérilt szamara, mely
térfogat tovabb csOkkenthetd koncentraltabb oldat készitésével. Ezen térfogatu folyadék
kdnnyen szallithaté a hadszintéren az erre kiképzett elsésegélynyujok altal.

A mindennapi gyakorlatban per oralisan alkalmazott dézisu glikézamin altal elért
szérum koncentracid jéval a mmol-os nagysagrendd, irodalmi adatok alapjan sejtvéddé
hatassal biré koncentracié alatt marad ugyan, de jelzi, hogy toxikus mellékhatast a napi
gyakorlatban adott glikézamin (1-1.5g) nem okoz. Mindezek mellett, 20 egészséges, fiatal
onkéntesen végzett kisérlet adatai alapjan, 5 6ras folyamatos intravénas glikézamin infuzio
adasa 4 ymol/dL/min dézisban 0.4-0.8 mM szérum koncentraciét eredményezett, minden
karos mellékhatas nélkul.

Il. Az emelkedett O-GIcNAc szint hatasanak vizsgalata a késoébbi kimenetelre
sulyos traumas hemorrhagias shock-ot kovetdéen patkanyokban

Az elvégzett kisérleteinkkel igazoltuk, hogy a proteinek O-GIcNAc szintjének
novelése glikdézamin formajaban biztositott szubsztrat-tdbblet adasa vagy az O-GIcNAc
csoport levalasztasanak PUGNAc-el torténé gatlasa révén szignifikansan javitja a 24 6ras
tulélést sulyos, traumaval kombinalt hemorrhagias shock-ot és teljes folyadékpadtlast
kovetben patkanyokban. Amig mindkét kezelési protokol javitotta a tulélést, csak a PUGNAc
kezelés csoOkkentette szignifikainsan a hemorrhagias shock kivaltotta gyulladasos
valaszreakciot és szervkarosodast.

Az altalunk alkalmazott terapias protokol alapjan mind a glik6zamin, mind a PUGNAc
két részletben kerillt beadasra: kozvetlenll a kivéreztetést kdvetéen, majd folyamatosan a
folyadékpotlas alatt. Ezzel a megkozelitéssel a valos életben leggyakrabban el6forduld
helyzetet kivantuk modellezni, mely soran a sulyos vérvesztést kovetéen el6szor egy kisebb
i.v. dozis kerll beadasra a helyszinre érkez6 mentborvos vagy harctéri elsésegélynyujtd
altal. A nyomas-kontrollalt fazis modellezi a szallitas idejét, melyet a sebészi beavatkozas
utan az intenziv osztalyon vagy a hadaszati sebészeti ellaté kézpontban (Primary Battalion
Station / Forward Surgery Setting) torténd teljes folyadékpoétlas soran folyamatosan adagolt
masodik dozis kdvet a reperfuzids karosodas csdkkentése érdekében.

Kiemelkedd fontossaggal bir, hogy mind a glikézamin (85%), mind a PUGNAc (86%)
kezelés szignifikansan javitotta a tulélési szazalékot a kontroll csoporthoz viszonyitva (53%).
Tekintettel arra, hogy az allatok jorésze az elsé 6 6raban pusztult el, a ndvekedett tulélés és
a jobb vér-gaz paraméterek mindkét kezelt csoportban nagy valdszinliséggel a Kkorai
protektiv hatas eredménye. Mindez 6sszefligg azzal a ténnyel, hogy a szérum laktat szint és
a vér-gaz paraméterek kedvezdbb értékeket mutattak mindkét kezelt csoportban a korai
id6szakban. Irodalmi adatok alapjan azon betegek allapota, akik az intenziv osztalyra
kertléskor korai, sulyos foku acidosist mutatnak, kénnyebben progredial tobbszervi
elégtelenség iranyaba. Ellentétben azzal, hogy mindkét kezelés javitotta a tulélést és segitett
megeldzni a korai acidosis kialakulasat, egyedil a PUGNACc kezelés bizonyult hatékonynak a
késb6bbi, gyulladasos valaszreakcié és a szervi karosodas megel6zésében a 24 oras
id6pontban elvégzett mérések idején.

A fehérjék O-GIcNAc moédosulasa jelentésen csdkkent a tidében és a majban 24
oraval a hemorrhagias shock-ot kévetéen, mig a PUGNACc kezelés hatékonynak bizonyult az
O-glikozilaciés szint fenntartasaban. Erdemes megemliteni, hogy az O-GIcNAc médosulas,
hasonléan a foszforilaciohoz, ugyancsak a szerin/threonin csoportokon jon létre. Bar
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léteznek fehérjék, melyek kizardlag csak O-glikozilaciénak vagy foszforilaciénak vannak
kitéve, mas proteinek egyszerre O-glikozilalédhatnak és foszforlilalddhatnak kilonb6zd
kombinacidékban. Kisérleteink soran azt talaltuk, hogy a majszévetben |évé proteinek O-
GlcNAc szintje parhuzamosan valtozott a szerin foszforilacioval és reciprok médon valtozott
a threonin foszforilaciéval traumas kivérzéses shock-ot kdvetben.

A folyadékpotlast és a reperflzidos karosodast kovetdé O-GIcNAc szint csdkkenés
egybevag korabbi kisérleti eredményekkel, ugyanakkor, latszélag ellentétes azzal a nézettel,
mely szerint az emelkedett O-GIcNAc moddosulas stressz-indukalta valaszreakcio.
Mindamellett korabbi tanulmanyok mar igazoltak, hogy a proteinek O-GIcNAc szintjének
emelkedése viszonylag gyors valaszreakcidoként jon létre ischemiat kdvetéen, melyet a
kés6bbiekben a reperfuzio soran az O-GIcNAc szintek csokkenése kovet. Jelen
tanulmanyunkban azt talaltuk, hogy a PUGNAc altal szinten tartott O-glikozilacié negativ
korrelaciét mutat a szoveti karosodas indikatoraival és az apoptosissal 24 éraval, illetve a
szérum laktat szinttel kdzvetlenil a hemorrhagias shock-ot kdvetéen.

Azon mechanizmus(ok), melyek a stressz kivaltotta O-GIcNAc emelkedést okozzak,
még tavolrél sem tisztazottak: feltehet6leg ezen torténések hatterében az O-GlcNAc-
transzferaz és az O-GIcNAcaz enzimek aktivitasanak kilén-kilén, vagy egyszerre torténd
valtozasa allhat, melyhez hozzaadodik a szubsztrat szint elérhetéségének valtozasa, melyet
a hexdzamin bioszintézis utvonal biztosit. Azon tény, mely szerint az O-GIcNAc csoport
szintézisének novelése glikézamin adasaval kevésbé bizonyult protektivnek az O-GIcNAc
csoport levalasztasat gatlé PUGNAc kezeléshez képest, valdszinlileg a glikézamin révidebb
fél-életidejével magyarazhaté. Masik lehetséges magyarazat, hogy az O-GIcNAc szint
csOkkenése a kontroll csoportban megemelkedett O-GIcNAcaz aktivitas eredménye, melyet
a PUGNACc kezelés célzottan gatol.

Mindazonaltal eredményeink azt mutatjak, hogy a jobb tulélés azon korai események
kovetkezménye, amikor az O-GIcNAc szintek csdkkenését mind a glikézamin, mind a
PUGNACc hatékonyan el6zi meg. Ugyanakkor, protektiv hatasat a gyulladasos valaszreakcio
és a szOveti karosodas terén csak a hosszabb hatasidejii PUGNAC tudta kifejteni.

Annak érdekében, hogy direkt ok-okozati 6sszefliggést tudjunk kimutatni az
emelkedett O-glikozilacio és a tulélés kozoétt, transzgenikus allatokon végzett kisérletek
szikségesek. Ezt neheziti, hogy az OGT gén delécidja embrionikusan letélis, az OGT
overexpresszidja pedig inzulin rezisztenciat okoz. Szdévetspecifikusan génmanipulalt allatok
vagy az OGT enzim acut adenovirus transzfekcioval torténé atvitele képezhet potencialis
alternativat, azonban a hypovolémias shock egyszerre érinti az ésszes vitalis szervet, ezért
jelenleg még nem tisztazott, mely szbvetek vagy szervrendszerek célzott transzfekcioja
szolgalna hasznos eredménnyel. Nemrégen Uj, a PUGNAc-nél szelektivebb O-GIcNAcaz
gatlok (NAG-thiazolines) és OGT inhibitorok (TTO4) valtak elérhetévé, melyek a jovében
végzett tanulmanyok soran joval specifikusabb eredményekkel szolgalhatnak. A NAG-
thiazolinokrdl izolalt perfundalt sziveken végzett kisérletek soran mar bizonyitast nyert, hogy
szignifikansan noévelik a fehérjgk O-GIcNAc szintjét és a fiziolégias hatékonysaguk is
igazolodott.

Fontos megemliteni, hogy az IgM-alapu monoclonalis CTD 110.6 antitest nem fehérje
specifikusan magat az O-GIcNAc csoportot ismeri fel, ezért az immunoblottok szamos
pozitivan fest6dé savot mutatnak. Utébbi idében uj, monoclonalis IgG alapu O-GIcNAc
specifikus antitestek kerilltek kifejlesztésre, melyek nemcsak az O-GIcNAc moddosulas
detektalasara, hanem immunoprecipitaciora és az O-glikozilalt kétéhely meghatarozasara is
j6l hasznalhatok. Ugyancsak lényeges, hogy a tanulmanyozott szévetekben igen nagyszamu
fehérje célpontja az O-GIcNAc modosulasnak. Az Uj IgG alapu monoclonalis antitestek
segitségével széles-skalaju, O-glikozilalt protein dusitast kovetben elvégzett ’'shotgun’
proteomics vizsgalat segitségével koézel 200, O-GIcNAc moédosulasnak kitett, emlés
szOvetbdl szarmazé proteint sikerilt azonositani, melyek k6zott nagy szamban szerepelnek
Ujonnan identifikalt glikoproteinek. Jelenleg is folynak kutatasok azon proteinek
azonositasara, melyek O-GIcNAc szintje valtozast mutat traumas kivérzéses shock, illetve
glikézamin vagy PUGNACc kezelés hatasara.
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UJ EREDMENYEK

» Az emelkedett O-GIcNAc szint hatasanak vizsgalata a rovid-tava kimenetelre sulyos
traumas hemorrhagias shock-ot kovetéen patkanyokban

* Eredményeink alapjan igazolast nyert, hogy minimalis térfogatu, bolus glikézamin
adasa sulyos traumas hemorrhagias shock-ban szignifikansan javitja a 2 6ras tulélést
tovabbi folyadékpatlas igénye nélkiil.

e Emellett, szignifikdnsan emelkedett artérias kozépnyomast észleltink a
glikézaminnal kezelt csoportban 18 perces idétartamra a kezelést kovetden.

e A glikézamin adasa szignifikansan emelkedett protein O-GIcNAc moddosulast
eredményezett a szivbol, a majbol és az agybdl vett szdveti mintakban.

» Az emelkedett O-GIcNAc szint hatasanak vizsgalata a késoébbi kimenetelre sulyos
traumas hemorrhagias shock-ot kovetéen patkanyokban

* Az elvégzett kisérleteinkkel igazoltuk, hogy a proteinek O-GIcNAc szintjének
novelése glikézamin formajaban biztositott szubsztrat-tdébblet adasa, vagy az O-
GIcNAc csoport levalasztasanak PUGNAc-el torténd gatlasa révén szignifikansan
javitja a 24 oras tulélést sulyos, traumaval kombinalt hemorrhagias shock-ot és teljes
folyadékpotiast kdvetben patkanyokban.

* Amig mindkét kezelési protokol javitotta a tulélést, csak az O-GIcNAcaz inhibitor
PUGNAc kezelés csokkentette szignifikansan a hemorrhagias shock Kkivaltotta
gyulladasos valaszreakciot, apoptozist és szervkarosodast.

* A fehérjék O-GIcNAc médosulasa jelentésen csdkkent a tidében és a majban 24
oraval a hemorrhagias shock-ot és folyadékpotlast kovetden, mig a PUGNAcC kezelés
hatékonynak bizonyult az O-glikozilacios szint fenntartasaban.

* Kisérleteink soran azt talaltuk, hogy a majszdvetben Iévd proteinek O-GIcNAc szintje
parhuzamosan valtozott a szerin foszforilacioval és reciprok modon valtozott a
threonin foszforilacidval 24 6raval a traumas kivérzéses shock-ot kdvetden.

e Jelen tanulmanyunkban azt talaltuk, hogy a névekedett O-GIcNAc szint negativ
korrelaciét mutat a szdveti karosodas indikatoraival és az apoptosissal 24 6raval,
illetve a szérum laktat szinttel kdzvetlenil a hemorrhagias shock-ot kdvetéen.

Eredményeinket 6sszefoglalva elmondhatjuk, hogy azon metabolikus kezelési
formak, melyek a széveti O-GIcNAc szintek névelésén alapulnak, uj lehetéséget
nyithatnak a hemorrhagidas shock kezelésében. Emellett, a névekedett protein O-
GIcNAc moédosulas segithet megel6zni a szisztémas gyulladasos valaszreakciot és
annak kovetkezményeként kialakul6é tobbszervi elégtelenséget, cs6kkentve a sulyos
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sériilések korai és késbi halalozdsi aranyat.
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KOSZONETNYILVANITAS

Ezuton szeretnék koszOnetet mondani R6th Erzsébet Professzor Asszonynak
(Sebészeti  Oktatdé és Kutatd Intézet, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Pécsi
Tudomanyegyetem, Pécs) és Professzor John C. Chatham-nek (Division of Cardiovascular
Diseases, Department of Medicine, University of Alabama at Birmingham, USA) a munkam
soran nyujtott segitséglkért. Ugyancsak kdszonettel tartozom Professor Richard B.
Marchase-nek (Vice president of University of Alabama at Birmingham) hasznos tanacsaiért.

Kdszonettel tartozom Dr Vamhidy Laszlé docensnek és lllés Tamas Profeszornak
a segitségukeért és tamogatasukért. Ugyancsak halaval tartozom Miseta Attila és Bogner
Péter Professzoroknak tamogatasukért és hasznos tanacsaikért.

Koszonet illeti a Mozgasszervi Sebészeti Intézet, Traumatoldgiai és Kézsebészeti
Klinikai Tanszékén és az Ortopédia Klinikai Tanszékén dolgozé kollégaimat. Szintén
koszbnet illeti Professzor Nyarady Jozsefet és Dr Farkas Gabort, palyam kezdetén
nyujtott tamogatasukért és segitséguikért.

Ugyancsak halaval tartozom Dr John C. Chatham laboratériumaban dolgozoé
munkatarsaimnak, kuléonésen Charlye A. Brocks-nak, Sue A. Marsh-nak, Fiilop
Norbertnek és Nagy Tamasnak a k&zds munkank soran nyujtott segitségukért — 6k
nemcsak munkatarsaim, de barataim is egyben. Kdszonettel tartozom Tunyogi-Csapo
Miklésnak baratsagaért és tamogatasaért. Kulén halas vagyok Laczy Boglarkanak, aki
mindig mellettem allt, amikor sziikségem volt ra.

Ugyancsak készondm Professzor Suzanne Oparil, Professzor Yui-Fai Chen, Dr
Roger C White és Dr Andrew Paterson (University of Alabama at Birmingham), valamint
Chin Fen Teo, Professzor Lance Wells és Geert-Jan Boons (University of Georgia,
Athens, Georgia, USA) k6z6s munkank soran nyujtott segitségtiket.

Végll, de nem utolsésorban halasan kész6ném csaladomnak és barataimnak, hogy
mindig mellettem alltak és segitséglikre barmikor szamithattam.
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