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Roviditések:

ACC: acetil-CoA karboxilaz

AD: Alzheimer disease/kor

AGE: advanced glycation endproduct, késéi glikacios végtermékek
AMPK: AMP-aktivalta protein kinaz

DNP: diabetic nephropathy, diabeteszes nephropathia

EC: excitation-contraction coupling, excitacié-kontrakcié kapcsolas
EDP: end-diastolic pressure, végdiasztolés nyomas

ERK: extracellularis-szignal regulalta kinaz

FFA: free fatty acid, szabad zsirsav

Fru-6-P: frukt6z-6- foszfat

GFAT: Glutamin: frukt6z-6- foszfat amidotranszferaz

Glc-6-P: gluk6z-6-foszfat

GlcN: glukézamin

GlcNAc: N-acetilgluk6zamin

GlcNAc-6-P: N-acetilgluk6zamin -6-foszfat

GIcNH,-6-P: glukézamin -6-foszfat

HBP: hexosamine biosynthesis pathway, hexdzamin anyagcsereut
LFI: low flow ischemia, alacsony perfuziéju ischemia

MAPK: mitogen aktivalta protein kinaz

OGA: N-acetilglukézaminidaz, O-GIcNAc-ase

O-GIcNAc: O-glikozilacio

OGT: O-glucoronil transzferaz, O-GIcNAc transzferaz

PKC: protein kinaz C

TCA: trikarboxilsav

TG: triglicerid

UDP-GIcNAc: Uridine difoszfo- N-acetilgluk6zamin

ZDF: Zucker Diabetic Fatty



Bevezetés:

Diabetes mellitus:

A 2-es tipusu diabetes mellitus mind a fejl6d6, mind a fejlett orszagokban
ndvekvd problémat jelent. A diabetes incidencidja novekszik, Magyarorszagon
becslések szerint a diabetes prevalencia 10% felett van (11,2%).

Inzulin rezisztencia, hyperglycaemia, és dyslipidaemia jellemzi a 2-es tipusu
diabetest. Annak ellenére, hogy a diabetes kialakuldsanak a mechanizmusa nem
teliesen ismert négy kulénb6zd mechanizmust tartanak felelésnek a krénikus
hyperglycaemia karos hatésaiért, tdbbek koézt a fokozott poliol anyagcsereutat, a
késéi glikaciés végtemékek képzddésének fokozddasat, megndvekedett protein
kinaz C aktivaciot és fokozott hex6zamin anyagcsereutat és/vagy a megndvekedett
O-glikozilaciot.

Hex6zamin anyagcseredut:

A sejtekbe felvett glukéz kis szazaléka (2-5%) halad at a hexézamin
anyagcsereuton uridin-difoszfo-N-acetilgluk6zaminna alaklulva (UDP-GIcNAc) (1
abra). A 6 regulalé enzim a glutamin: frukt6z-6-foszfat amidotranszferaz (GFAT). Az
anyagcsereut végterméke az uridin  5'-difoszfo-N-acetilgluk6zamin,  mely
szubsztratként szolgal egyetlen N-acetilgluk6zamin kapcsolédasahoz, mind a
sejtmagban mind a citoszolban talalhat6 fehérjék szerin, vagy treonin amindsavaihoz
(O-glikozilacio, O-GIcNAc).
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O-glikozilacio:

Az O-glikozillacid egy olyan poszttranszlaciés modosulasa a sejtmag és a
citoszol fehérjéinek, melyet egyre inkabb elfogadnak a jelatviteli mechanizmusnak
fontos szabalyzéjaként. Az O- glikozilacié a sejtmagban és a citoszolban torténik,
nem a Golgi-ban és az endoplazmatikus reticulumban, két enzim szabalyozza; az
uridin-difoszfo-N-acetilgluk6zamin: polipeptid p-N-acetilglu6zaminiltransferaz (O-
GIcNAc transferaz; OGT) — mely az N-acetilglukozamin fehérjékhez vald
kapcsolédasat szabalyozza, és az N-acetilglukézaminidaz (O-GIcNAcase, OGA) —
mely a cukoregység fehérjékrdl vald eltavolitasaért felelbs.

Fehérjék széles koére O-glikozilalt, tobbek kozt kinazok, foszfatazok,
traszkripcios faktorok, metabolikus enzimek, chaperonok és citoszkeleton fehérjék.
Az O-glikozilacio igazoltan befolyasolja a fehérigk DNS két6 kapacitasat,
enzimaktivitasukat, fehérje-fehérje kozti kapcsolat er6sségét, fehérjék féléletidejét és
a sejten bellli elhelyezkedéslket.

Tobb tanulmany kimutatta, hogy a fokozott hexézamin anyagcsereut és a
megnovekedett O-glikozilacié fontos szerepet jatszik az inzulinrzisztencia és a

diabetes kialakulasaban.

Diabeteszes cardiomyopathia:

Diabetes részben a sejtszinti folyamatok befolyasolasaval vezet a
diabeteszes cardiomyopathia kialakulasahoz. Sejtkulturaban és allatkisérletes
modellekben a magas glukéz vagy a glukézamin kezelés fokozza az O-glikozilaciot
és szivizomsejt-m(ikddés karosodasahoz vezet, megvaltoztatva a Ca** haztartast.

Egy masik lehetséges mechanizmus, mely felels lehet a cardiomyopathia
kialakitasaért, a megvaltozott anyagcsere. Diabeteszes szivben csdkken a
szénhidrat felhasznalas csékken, mig a palmitat oxidacié né. A fokozott O-glikozilacié
hatasa, legalabbis részben, két metabolizmust szabalyzé kulcsenzim; az AMP-
regulalta protein kindaz (AMPK) és a Acetil-CoA karboxilaz (ACC) megvaltozott

activitasanak kovetkezménye.

Diabeteszes nephropathia:

A korai diabeteszes nephropathia (DNP) legfébb jellegzetességei az
extracellularis matrix (ECM) fehérjéinek, mint a laminin, fibronectin vagy a IV-es
tipusu kollagén felszaporodasa, valamint a vese sejtjeinek hypertrophiaja.
Kimutatasra keriilt, hogy a fokozott hexézamin anyagcsereut az ECM fehérjéinek
felszaporodasahoz vezet. Nerlich és munkatarsai kimutattak, hogy a GFAT jelen van
az emberi vesében és diabeteszben a GFAT expresszidja fokozodott. Viszont kevés

informacié all rendelkezésliinkre az O-glikozilaciorél a vesében. Patkany



mesangiumsejtekben a glukézamin, mely fokozza a hexdézamin anyagcsereutat és az

O-glikozilacidt, sejtciklus arrestet és sejthypertrophiat indukal.

Sejt-tulélés:

Stressz stimulusokrdl kimutattak, hogy fokozzak az O-glikozilacidt. Ezen
valasz gatlasa megndvelte a sejtek érzékenyseégét a stresszhatasra, amig az O-
glikozilacié fokozasa megemelete a stressz toleranciat és javitotta a sejtek tulélését.

Az O-glikozilacié ugyancsak szerepet jatszik daganatos megbetegedések
pathogenesisében és az O-glikozilaciéo valtozasi fontos szerepet tdltenek be a
neurodegenerativ betegségek kialakulasaban, mint amilyen az Alzheimer kor
(Alzheimer’s disease, AD).

Zachara és Hart vetette fel, hogy ezen anyagcsereutak akut aktivacioja védé
hatasu, bels6 stresszvalaszként mikodve, addig az O-glikozilacié kronikus fokozasa

vezet a betegségek kialakulasahoz.

Mitogen aktivalta protein kinazok (MAPK) és cardioprotekcio:

A sziv ischaemiara adott valaszait részben az extracellularis-szignal regulalta
kinaz (ERK) és a p38 Mitogen aktivalta protein kinaz (MAPK) és az Akt
szabalyozzak. A p38 szerepe a sziv ischaemias karosodasra adott valaszaban
ellentmondasos. A tartos p38 aktivacié karos. Ezzel szemben, az ischaemiat
megel6zé rovid p38 aktivacidja Osszefliggést mutat az ischaemias
prekondicionalassal/cardioprotekcidéval. Az ERK fontos az inzulin és az ischaemias
prekondicionalassal 6sszefliggésbe hozhaté cardioprotekcid szabalyzasaban. Az Akt
szintén leirtdk, hogy védelmet nyujt a sziv ischaemia/reperfuzidos karosodassaval
szemben.

A hexdézamin anyagcsereut fokozasa és a megnovekedett O-glikozilacid
igazoltan moédositia a MAPK aktivitast. Osszefoglalva ezen tanulmanyok alapjan
felmerll, hogy az ischameias cardioprotectibban részt vevé fébb kinadzokat
befolyasolhatjdk a hexdzamin anyagcsereutban és az O-likozilaciéban létrejovo

valtozasok.



Célkitlizések:

1.

2.

A stressz, valamint az éregedés és a hexézamin anyagcsereut, valamint az

O-glikozilaci6 kapcsolata — akut vs. kréonikus aktivacio.

1.1. Megvizsgaltni a stressz hatasat a hexdézamin anyagcsereutra és az O-

glikozilaciéra patkanyszivben.

1.2. Igazolni, hogy az O-glikozilacio akut fokozasa glukézamin adagolassal

megvedi a sziveket az ischemia/reperfuziés karosodastol.
1.3. Meghatarozni az 6rgegedés hatasat a HBP-re és az O-glikozilaciéra.
A hexézamin anyagcsereut és az O-glikozilacio szerepe diabeteszes
cardiomiopathiaban, allatmodellekben.

2.1. Vizsgalni a 2-es tipusu diabetes kialakulasanak hatasat az O-glikozilaciéra

és a HBP-re szivben.

2.2.Vizsgalni a fokozott O-glikozilacié hatasat az excitacid-kontrakcio

kapcsolasra izolalt szivizomsejteken.

2.3. Meghatarozni, hogy a fokozott HBP és O-glikozilacié hasonloé elvaltozasokat
okoz-e a szivizom anyagcserejében, mint a 2-es tipusu diabetes és vajon ez
Osszefliggésben van-e az ACC, vagy AMPK aktivaciéjanak valtozasaval.

O-glikozilacié és diabeteszes nephropathia.

3.1. Igazolni, hogy az O-glikozilacié jelen van emberi vesebiopszias mintakban.

3.2. O-glikozilaciéban kilénbséget kimutatni a diabeteszes és nem diabeteszes

betegek vesemintai kozt.



Eredmények és modszerek:

1.1. Stressz hatasai a hexézamin anyagcsereutra és az O-glikozilaciéra a
szivben.

Célként thztuk ki, hogy megvizsgaljuk az ischaemia, ischaemia/reperfuzio
hatasat a hexdzamin anyagcsereutra és az O-glikozilaciéra szivben. Ehhez izolalt,
perfundalt patkanysziveket tettink ki alacsony perfuziéju ischemianak (low flow
ischemia, LFI) (0, 5, 10, 30 perc) vagy 30 perc LFI-nek és 60 perc reperfuzidonak. Az
O-glikozilaciot Western blottal értékeltik, mig a szdveti UDP-GIcNAc tartalmat
HPLC-vel hataroztuk meg.

Az LFl kezdete a kontraktilis funkcié gyors csOkkenéséhez és az end
végdiasztolés nyomas (EDP, end diastolic pressure) fokozatos emelkedéséhez
vezetett. 5 perc ischaemia szignifikansan megemelte az UDP-GIcNAc konventraciot,
és a hosszabb id6étartam( ischaemia (10 és 30 perc) tovabb noévelte azt. 60 perc
reperfuziot kovetéen az UDP-GIcNAc visszatért a normoxias szintre.

Az ischaemia kovetkeztében az O-glikozilaci6 megndvekedett, 10 perc
ischeaemiat kovetbéen a normoxias szint kozel 1,5-szeresére emelkedett az O-
glikozilacié. Azonban, ellentétben az UDP-GIcNAc szinttel, az O-glikozilacié 10 és 30
perces ischaemia kozt csokkent, és a perefuzié végére szignifikansan alacsonyabb

volt a normoxias értéknél.

1.2. Az O-glikozilacié glukézaminnal valé akut fokozasa megvédi a sziveket
az ischaemial/reperfuzios karosodastol.

Megvizsgaltuk, vajon a glukézamin kezeléssel megnovelt O-glikozilacio
megvedi-e a sziveket az ischaemia/reperfuziotol és megvizsgaltuk a GlcN hatasat a
stressz jelatviteliutakra., melyek hozzajarulhatnak a GlcN cardioprotektiv hatdsahoz.
Az el6z6 Kkisérletsorozat sziveit hasznaltuk kontrollként és tovabbi &llatokat
perfundaltunk 5 mM glukézaminnal azonos korulények kézt. Westren blot Analizist
alkalmaztunk a fehérje expresszio, O-glikozilacid és foszforilacio mérésére. ATP és
UDP-GIcNAc szinteket HPLC maodszerrel mértik.

Nem volt 1ényeges kuldnbség a kontraktilis funkcidban a GIcN és a kontroll
csoport koézt az ischaemiat megel6zbéen. Az LFI végére az EDP szignifikansan
mérsékelt volt a GIcN csoportban. A 30 perc LFI-t és a 60 perces reperfuziot
kovetéen a funkcid visszatérése szignifikansan magasabb volt a glukézamin
csoportban.

A GIcN majdnem kétszeresére emelte az UDP-GIcNAc szintet. Hasonléan a

kontroll csoporthoz ischaemia hatasara az UDP-GIcNAc szint szignifikansan



megemelkedett. Az ischaemia nem valtoztatta meg az O-glikozilaciét a
glukézaminnal kezelt csoportban. A GIcN minden idépontban szignifikansan,
legalabb 60%-kal megemelte az O-glikozilaciét a control csoporthoz képest.

Amint azt vartuk mind a kontroll, mind a glukézaminnal kezelt csoportban
lecsOkent az ATP szint az ischaemia alatt. Azonban, az ischaemias kontrakcid
csOkkenés és a reperfuzio végése javult funkciondlis visszatérés ellenére, a
glukézamin kezelés nem mérsékelte az ischaemia alatti ATP vesztést és nem emelte
a reperfuzio végére az ATP szinteket.

A glukézamin kezelés nem volt hatdssal sem az ERK sem az Akt
foszforilaciéra a kontrollokkal 0Osszehasonlitva semelyik korulmény kozt. A
glukézamin normoxiaban, valamint 5 és 10 perces LFI-t kdvetéen nem valtoztatta
meg a p38 foszforilacidjat., azonban az LFI végére a p38 foszforilacié szignifikansan
mérséklédott a glukézaminnal kezelt csoportban. Ezzel szemben a reperfuzio

végére a p38 foszforilacidja nét a glukézamin csoportban.

1.3. Az oregedés hatasa a hexézamin anyagcsereutra és az O-glikozilaciora.

Megvizsgaltuk, van-e kilénbségO-glikozilaciéban és/vagy a hexdézamin
anyagcsereutban a fiatal felnétt és a agg allaotok kilonb6z6 szovetei kozt. 5 és 24
hénapos Brown Norway patkanyok sziv, aorta, harantcsikoltizom és agyszovetét
gy(jtottik 6ssze. Szérumbdl glukdz, inzulin, zsirok és szabad zsirsav (FFA, free fatty
acid) koncentraciot mértiink. Real-time RT-PCR-t hasznaltunk a GFAT, OGT és OGA
MRNS méréséhez. HPLC mérésekkel értékeltik az UDP-GIcNAc szinteket és
Western blottal hasonlitottuk 6ssze az O-glikozilaciot és az OGT expressziot.

A testsuly, sziv sulya és a szerum inzulin szintek szignifikansan
megemelkedtek a 24 hdénapos csoportban. A sziv-/testsuly aranyban nem volt
kildnbség. Nem talaltunk eltérést a kor valtoasaval a koleszterin, HDL, FFA
szintekben sem.

Az agg allatok szivében, aortajaban, agyaban és a simaizmaban
megemelkedett az O-glikozilacié. A szivben, agyban és a simaizomban az O-
glikozilalt fehérjék mintazata is valtozott korral.

A szivben korral szignifikdnsan nét az OGA mRNS szint, mig az OGT mRNS
szint valtozatlan maradt. Nem volt valtozas sem az OGT sem az OGA mRNS-ben az
agyban és a simaizomban sem a kor valtozasaval. Az OGT fehérje szintje
szignifikdnsan csdkkent korral a szivben, aortdban és az agyban, és nem valtozott a
simaizomban.

A sziv GFAT1 és GFAT2 mRNS szintje kimutathatéan nét a korral, habar a
GAFT1 novekedése nem bizonyult szignifikansnak. A GFAT mRNS és O-



glikozilaciés szintek ndvekedésével megegyezden a 24 hénapos patkanyok szivében
az UDP-GIcNAc szint is szignifikansan magasabb volt. A simaizomban és az agyban
nem volt kilénbség a GFAT1, GFAT2 vagy az UDP-GIcNAc szintben az 5 és a 24

hénapos csoport kdzt.

21. A 2-es tipusu diabetes hatasa a hexézamin anyagcsereutra és a sziv O-
glikozilaciojara.

Ebben a tanulmanyban megvizsgaltuk, hogy a szivben a 2-es tipusu diabetes
kialakulasa milyen hatassal van a hexézamin anyagcsereutra és az O-glikozilaciéra
Zucker Diabetic Fatty (ZDF) patkdnyokban. 6 és 22 hetes allatok szivét perfundaltuk.
Meghataroztuk a szérum cukor, inzulin és leptinszinteket. Westren blotot és HPLC
méréseket végeztink az O-glikozilaci6 az OGT és az UDP-GIcNAc szintek
méréséhez.

A 6 hetes ZDF (kovér) patkanyok inzulin-, mind a leptin rezisztensek voltak,
azonban normoglycaemiasak, mikézben 22 hetes korukra az inzulin szintjuk
lecsOkkent és hyperglycaemiassa valtak. Habar a leptin szintek szignifikansan
megnéttek a sovany allatokban 22 hetes korukra, azonban még mindig
alacsonyabbak voltak, mint az azonos koru ZDF allatokban.

Nem talaltunk kilonbséget az UDP-GIcNAc koncentraciéban a 6 hetes ZDF
és sovany patkanyok kozt. Habar a 22 hetes ZDF csoportban az UDP-GIcNAc
szignifikdnsan magasabb volt az azonos koru sovany allatokhoz képest. Az OGT
expresszidja nem kildnbo6zott egyik életkorban sem.

A 6 és 22 hetes csoportok O-glikozilaciojat dsszehasonlitva azt talaltuk, hogy
az O-GIcNAc életkorral csokken mind a ZDF, mind a sovany allatokban, mely
Osszefluiggésben volt az OGT expresszio csdkkenésével.

Hogy jobban megértsik az életkor és a diabetes Osszesitett hatasat az O-
glikozilaciéra, megmeértik az egyes fehérje-savok intenzitasanak valtozasat a sovany
és a ZDF csoportban. Az O-glikozilaciéra specifikus antirtest, a CTD110.6, 11
fehérje-savot ismert fel minden csoportban. A sovany — kontroll- csoportban minden
fehérje-sav intenzitasa csdkkent korral, ellenben a ZDF &llatokban talaltakkal, ahol a
savok tdébbsége nem valtozott, és csak 3 fehérje-sav intezitasanak csokkenése
okozta a kor novekedésével Osszefiiggd Osszintenzitas valtozasat. Egy magas
molekulasulyu fehérje-sav intenzitdsa azonban szignifikansan kb.: a haromszorosara
nétt a 22 hetes ZDF allatok szivében a 6 jhetes ZDF-ekéhez hasonlitva. Erdemes
megemliteni, hogy ugyanez a fehérje-sav intenzitdsa nétt meg a 22 hetes ZDF
csoportban a 22 hetes sovanyakhoz hasonlitva is. Ezalapjan ugy tlnik, hogy ezen

fehérje-sav intenzitasa né meg diiabetes hatasara fiiggetlenil a leptin szintektél.



2.2. A 2-es tipusu diabetes kialakulasanak hatasa az excitacié-kontrakcié
kapcsolasra izolalt feln6tt szivizomsejteken.

Ceélként thztik ki, hogy igazoljuk, hogy a 2-es tipusu diabetes hasonl6
hatassal van az EC-kapcsolasra, mint az 1-es tipusu diabetes, vagy a GlcN kezelés,
ahogy azokat mar korabban lertak. 6 és 22 hetes ZDF allatok szivébdl izolaltunk
feln6tt szivizomsejteket. Mechanikai tulajdonsagaikat és az intracellularis Ca**
aromakot vizsgaltuk egy fluoreszcens rendszerhez kapcsolt video-alapu
mikroszképpal.

A szivizomsejtek 6sszehlzodasa és elernyedése nem kulénbozott 6 hetes
korban 06sszehasonlitva a sovany és a ZDF allatokat. 22 hetes korukra a
hyperglycaemias allatok sejtieinek mind a kontrakcidéja, mind a relaxacioja
szignifikansan karosodott a kontrollhoz képest. Korral a Ca?* aramban beallt
vatozasok hasonldéak voltak a mechanikai tulajdonsagokban latottakhoz; 6 hetes
korban nem volt kiilonbség a diabeteszes és konroll csoport kdzt, mig 22 hetes korra
a cstics Ca”* mérséklsdott és a Ca®* kiaramlas karosodott a diabeteszes allatokban a
kontrollhoz hasonlitva.

Hogy megbecsililhessiik a hyperglycaemia leptin-szintektél fliggetlen hatasat,
Osszehasonlitottuk a ZDF allatok 6 és 22 hetes szivizomsejtjeinek kontrakciojat és
relaxaciojat is. A 22 hetes ZDF csoportban szignifikansan karosodott kontrakciot és
relaxaciot talaltunk és meglassult Ca®* kiaramlast a 6 hetes csoporthoz képest.

Hasonlo elvaltozast talaltunk a sovany — kontroll csoportban is.

2.3. A hexézamin anyagcsereut és az O-glikozilacié akut fokozasanak hatasa
a sziv anyagcseréjére.

Célunk volt, hogy megmutassuk, hogy a GIcN megvaltoztatia a sziv
energihaztartasat a hex6zamin anyagcsereut és az O-glikozilacio fokozasaval. Ezért
izolalt patkanysziveket perfundaltunk 13C-jelc'jlt szubsztratokat és 0; 0,05; 0,1; 1,0; 5,0
és 10,0 mM GlcN tartalmu pufferekkel. '*C-izotopomer analizissel vizsgaltuk a
szubsztratok relativ aranyat a trikarbixilsav ciklusba beépd teljes acetil-CoA-ban.
Western blot és HPLC méréseket hasznaltunk az O-GIcNAc, ACC/foszfo-ACC,
AMPK/foszfo-AMPK, UDP-GIcNAc és ATP méréséhez.

A sziv mikoédésére nem volt hatassal a kilénb6zd koncentraciéju GlcN
pufferrel torténd 60 perces perfuzio. Az UDP-GIcNAc szinteket mar akar az 0,05 mM-
os GIcN is szignifikansan emelte, a magasabb GIcN koncentracidék alkalmazasa
tovabbi novekedést okozott anélkil, hogy megvaltoztatta volna a sziv ATP

ban beallt valtozasokkal.
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O-GIcNAc emelkedéshez vezetett a kontroll (0 mM) szivekhez képest. Az 1,0 mM-os
GIcN perfuzié tovabbi O-GIcNAc novekedést okozott és ezt tovabb fokozta az 5,0
mM GIcN tartalmu puffer. Azonban a 10,0 mM GlIcN tartalmu oldattal valé perfuzio
mar nem fokozta az O-glikozilaciét tovabb.

Az alacsony (0,05; 0,1 mM) és a magas (5,0; 10,0 mM) koncentraciéju GIcN
sziv energiahaztartdsara valdé hatasat vizsgalva azt talaltuk, hogy a GIcN minden
koncentracioban szignifikansan megndvelte a palmitat oxidaciojat és csokkentette a
szénhidrat felhasznalast a kontroll csoporthoz hasonlitva. Mar a 0,01 mM GIcN
tartalmu pufferl is a maximalis elvaltozdst okozta az energiahaztartadsban. A
szénhidratanyagcserében latott csdkkenésért féleg a csdkkent laktat oxidacio és a
0,1; 5,0 és 10,0 mM-os GlIcN-nal részben a csdkkent piruvat oxidacioé volt felelés. A
GIcN nem valtoztatta meg a glukdéz oxidaciot, vagy a laktat kiaramlasat a
kisérleteinkben.

Az ACC és AMPK foszforilaciéjat 6sszehasonlitva a 0 és 0,1 mM-os GIcN
csoportban nem talaltunk kildénbséget, mig a zsirsavoxidacié fokozédott a

kezeléssel.

3.1. O-glikozilacié jelenléte human vesebiopszias mintakban.

Megvizsgaltuk, vajon az O-glikozilacio jelen van-e az emebri vese sejtjeiben.
Immunhisztolégiai médszerrel — egy O-glikozilaciora specifikus antitestet (CTD110.6)
hasznalva - vizsgaltunk vesebiopszias mintakat.

Els6ként sikerlt kimutatnunk, hogy a human vese sejtjei O-glikozilaltak. O-
glikozilaciéra pozitiv jelolést taldltunk a glomerulusok podocyta sejtmagjaiban és a
tubulus epithelsejtek sejtmagjaiban és citoplazmajaban is.

A jeldlésink O-glikozilaciéra specifikussaganak igazolasara 20 mM N-
actilgluk6zamint alkalmaztunk. Azt talaltuk, hogy a 20 mM GIcNAc teljessen gatolta

az antitest kétédését, ezaltal igazolva, hogy az immunjeléléstink specifikus volt.

3.2. O-glikozilacié és diabeteszes nephropathia.

Feltételeztik, hogy a diabeteszes nephropathias egyének veséjében az O-
glikozilacié megemelkedett, ezért 2-2 diabeteszes és nem diabeteszes beteg
vesebiopszias mintajat hasonlitottuk 6ssze. Korabban igazolt diabeteszes
nephropathiabanl, vagy kontrollként - vékony bazalmembran betegségben szenvedd
egyén vesebiopszias mintajat hasznalva CTD110.6 immunhisztolégiai viszgalatot

végeztunk.
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Nem talaltunk kilonbéséget a glomerularis sejtek anti-O-GIcNAc fest6dés
intracellularis elhelyezkedésében a diabeteszes és nem-diabeteszes mintakat
Osszehasonlitva. Nem volt kllénbség a tubulus epithelsejtek magjainak
festbdésében sem. Azonban szemben a nem-diabeteszes mintak tubulus
epithelsejtjeinek citoplazmajabdl hianyzé6 O-GIcNAc jel6léstdl., a diabeteszes
egyének tubulus epithelsejtjeinek citoplazmajaban fokozott, granularis anti-O-GIcNAc
festédést talaltunk.

Azonban részletesebb vizsgalatok szikségesek, hogy az O-glikozilacié

diabeteszes nephropathiaban betoéltott szerepére erésebb bizonyitékokat talaljunk.

Megbeszélés:

Egyre szélesebb korben elfogadott, hogy a jelatviteli utak egyik fontos
szabalyzdja a citoplazma és a sejtmag fehérjék szerin és treonin aminésavainak O-
glikozilaciéja. Korabban sejtkulturas kisérletben igazoltak, stressz hatasara az O-
glikozilacié megné és ezen valasz fokozasa megnéveli a stressz elleni toleranciat.
Kimutattuk, hogy egy rovid ischaemias periddus 6nmagaban is fokozza a hexozamin
anyagcserutat és fokozott O-glikozilaciohoz vezet izolalt patkanyszivben. Azonban
hosszab ischaemias epizdédot kovetben az O-glikozilacid lecstkken és tovabbi
csokkenés tapasztalhatoé reperfuzio utan.

Az szivben 50-10 perc ischaemia utan nétt az UDP-GIcNAc koncentracio.
Mivel az OGT nagyon érzékeny az UDP-GIcNAc szintekre, az emelkedett UDP-
GIcNAc koncnetracid6 magyarazhatja a fokozott O-glikozilaciot.,, habar az OGT
activitds fokozddasat sem tudjuk kizarni. A hexézamin anyagcseruton ataramlé
gluk6z mennyiségének ndvekedésének, és/vagy a mas anyagcsereutak altal
csokkent felhasznalasnak lehet kdvetkezménye az UDP-GIcNAc szintekben latott
emelkedés.

Habar az UDP-GIcNAc koncentracio tovabb né ischaemia alatt, az O-GIcNAc
szint csdkken a 30 perces ischaemias periédus végére. Az UDP-GIcNAc és O-
GIcNACc kozti disszociacio felveti, hogy a fenntartott ischaemia gatolja az OGT-t, ami
az O-glikozilacio tovabbi csokkenéséhez vezet reperfuziidban.

Az O-glikozilacié fokozasa megndvelte a sziv stressztliré képességét izolalt
patkanyszivben. A glukézamin normoxiaban megemelte mind az UDP-GIcNAc, mind
az O-GIcNAc szinteket, meggatolta a reperfuzid végén lathatd O-glikozilacié
csokkenést és javitotta a sziv ischaemia/reperfuzidjat kdvetdé funkcio visszatérését.

Champattanachai mutatta ki, hogy az O-glikozilacié alloxannal t6rténé gatlasa a GIcN
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védbhatasanak elvesztéséhez vezetett, mely megerfsiti azt a nézetet, hogy a
glukézamin szivvédé hatasa az O-gikozilacio fokozasan alapul.

Az Akt és a MAPK jelatviteli utak, kilondésen a p38 MAPK és az ER1/2
aktivacioja szerept jatszik a kardioprotekcidban. Kneass és Marchase igazolta, hogy
sejtkulturaban az agonista indukalta MAPK valasz fokozédott az O-glikozilacié
ndvelésének hatasara. Mi azt talaltuk, hogy a GIcN szignifikdnsan mérsékelte a p38
MAPK ischaemia A&ltal indukélta foszforilacidjat, mely egybevag a korabbi
kdzlésekkel, miszerint a p38 gatlasa ischaemia alatt védé hatasu. Erdekes azonban,
hogy a reperfuzié végére a p38 fokozédott a GIcN kezelt csoportban. Az irodalomban
fellelhetd informacié alapjan a p38 pro-apoptotikus lehet, a capase-3 vagy a p53
altal, azonban a p38 védd hatasu utakat is aktivalhat. Az a-B crystallint és a HSP-27
—et is szabalyozza a p38, és mindkettérdl igazolt, hogy szerept jatszanak az
ischaemia elleni védekezésben. Kisérleteinkben a GIcN nem befolyasolta sem az
ERK1/2, sem az Akt foszforilaciéjat, egyik ischaemias kondicié alatt sem. Ezen
adatok altal kizarhatjuk, hogy a GIcN védd hatasa az ERK1/2, vagy az Akt jelatviteliut
altal lenne szabalyozva. Tovabba adataink megerésitik azt az elképzelést, hogy az
az akutan megnoévelt O-glikozilacio védé hatasu, és ezen hatas 6sszefliggést mutat a
p38 MAPK ischaemia/reperfuziora adott megvaltozott valaszaval.

Habar kimutattuk, hogy az O-glikozilacié akut valtozasai védé hatasuak,
kronikus valtozasairdl azonban ismert, hogy szerepet toltenek be a korral 6sszefliggd
betegségek kialakulasaban. Rex-Mathes és munkatarsai irtdak le, hogy 3 és 13
hoénapos egerek agyaban az O-glikozilacié korral dsszeflggésben valtozik. Fiatal
felndtt és agg patkanyokat 6sszehasonlitva azt talaltuk, hogy korral az O-glikozilacié
megnd a szivben, az aortdjaban, az agyban és a harantcsikolt izomban. Ezzel
ellentmondasosan, az OGT szintie - mely szabalyozza az O-glikozilaciot -
szignifikdnsan csokkent az agg éllatokban. A szivben a megndvekedett O-GIcNAc
Osszefliggést mutatott a megemelkedett GFAT2 mRNS és UDP-GIcNAc szintekkel,
mely jele lehet a fokozott hexdzamin anyagcserutnak. Ez alapjan a szivben talalhaté
O-GIcNAc novekedése a 24 honapos csoportban, részben a fokozott HBP
kdvetkezménye lehet. Masrészrél nem talaltunk kilénbséget sem a GFAT mRNS,
sem az UDP-GIcNAc szintekben az agyban, vagy az izomban, annak ellenére, hogy
az O-glikozilacioé fokozott volt a 24 hénapos allatokban.

Korral az OGT expresszidja szignifikansan csékkent minden vizsgalt
szervben, kivéve a harantcsikolt izmot. Ez ellentmondasos azzal, hogy az O-GIcNAc
emelkedett korral, habar tébb faktor is, mint példaul a csokkent OGA aktivitas is
hozzajarulhat az O-glikozilacié névekedéséhez. Szintén meg kell emlitentink, hogy a

a 24 honapos szivekben emelkedett OGA mRNS szinteket talaltunk, azonban nem
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szlkségszerlien tukrozi a fehérjeszintet, mint ahogy azt mi is talaltuk az OGT
esetében. Sajnos, tekintettel a kereskedelmi forgalomban kaphatdé OGA antitest
hianyara, nem tudtuk megmérni az OGA expresszidjat.

Ismert az a tény is, hogy az O-GIcNAc szerepet jatszik a neurodegenerativ
betegségek, mint példaul az Alzheimer betegség (AD) kialakulasaban is. O-glikozilalt
fehérjék is érintettek az AD kialakuldsanak patomechanismusaban, mint példaul a
tau, a B-amyloid prekurzor és a chlatrin assembly fehérje 3 és 180. Ezaltal
megallapithatjuk, hogy az O-glikozilacié hozzajarul az AD kialakulasahoz.

Egy masik érdekes megdfigyelésként irtuk le, hogy az agg A&llatok inzulin
rezisztensek voltak. A fokozott hexdézamin anyagcserut és a megndvekedett O-
GIcNAc szintek 6sszefuugésben allnak az inzulin rezisztenciaval és a diabetesszel.
Korabbi tanulmanyok mar leirtdk a hosszabb idétartamu 1-es tipusu diabetes alatt
fokozott O-GIcNAc és a kontraktilis dysfunctio kozti kapcsolatot. Mi kimutattuk, hogy
a 22 hetes korban — mikor a ZDF patkanyok mar hypergycaemiasok — a ZDF
patkanyok szivizomsejtjei szignifikansan karosodott relaxaciét és meglassult Ca®*
kiaramlast mutatnak a hasonl6 koru sovany, és a 6 hetes — leptin rezisztens — ZDF,
még nem diabeteszes allatokéhoz képest is. A 22 hetes csoportokban a karosodott
relaxacio o6sszefliggott a megemelkedett 6ssz-O-glikozilaciéval. A magasabb O-
GIcNAc szintek kovetkezményei lehettek a megemelkedett UDP-GIcNAc
koncentracionak anélkil, hogy az OGT expresszid megvaltozott volna., ezaltal azt
sugalva, hogy a fokozott HBP lehet a f6 oka a megemelkedett O-GIcNAc szinteknek.
A 2-es tipusu diabeteszben latott fokozott hexdézamin anyagcsereut nemcsak a
magas glukoz koncentracio kdvetkezménye lehet, hanem a a 2-es tipusu diabeteszre
jellemzé megemelkedett lipidszintek és csdkkent LDH aktivitas altal megvaltoztatott
gluk6zmetabolismusnak is.

A 6 hetes - még nem diabeteszes - ZDF allatokhoz hasonlitva is karosodott
relaxaciot taldltunk a 22 hetes ZDF csoportban, csakugy, mint a 22 hetes sovany
allatokhoz hasonlitva. Azonban az 6ssz-O-GIcNAc szint csdkkent a 6 hetes ZDF
csoporthoz viszonyitva, mintegy eredményeként a csokkent OGT expresszionak. A
6 és 22 hetes sovany csoportokat dsszehasonlitva csakugyan egy 6ssz-O-GIcNAc
és OGT szint csokkenést talaltunk. Mind a négy csoportot egybevetve, fliggetlentl a
leptin-szintektdl és a kortél a hyperglycaemia O0sszefliggést mutatott a fokozott O-
glikozilaciéval.

Habar az 6ssz-O-GIcNAc szintben csdkkenést talaltunk a 6 és 22 hetes ZDF
csoportok kozt, a diabeteszes allatokban szignifikans névekedés volt kimutathaté egy
magas molekulasulya fehérje-savon ( >205 kDa). Hasonlé molekulasulya fehérjék

mutattak ndvekedést a 22 hetes ZDF allatokban, a 22 hetes sovany allatokkal
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Osszehasonlitva. Felvethetjik tehat, hogy a karosodott szivizomsejt funkcid
Osszefliggést mutat magas molekulasulyu fehérjék fokozott O-glikozilacidjaval,
melyek lehetnek struktir fehérjék, mint a titin, dystrophin, myosin, vagy akar
metabolikus enzimek, amilyen a acetyl-CoA-karboxilaz 2.

Masok mar felvetették, hogy a diabeteszes szivek karosodott funkcidjaért a
megvaltozott anyagcsere is lehet felelés. Wang és munkatarsai igazoltak, hogy a
ZDF patkanyok szivében megvbaltozik az anyagcsere a sovany, nem diabeteszes
alaltokhoz képest. Egy kézemmultban publikalt tanulmanyban McClain csoportja irta
le, hogy a hosszutavu aktivalasa a hexdézamin anyagcsereutnak ndvelte a palmitat
felhasznalasat zsirsejtekben.

A GlcN fokozza a hexdzamin anygacsereutat — kikerllve a GFAt-ot, mely a
kulcs szabalyzéenzime ezen anyagcsereutnak. Kimutattuk, hogy rovid — 60 perces —
GlcN kezelés doézisfiiggben megemeli az UDP-GICNAc és O-GIcNAc szinteket. Mint

ahogy azt vartuk is, ilyen révid GIcN kezelés nem volt hatassal sem a sziv

a szénhidrat felhasznalast és novelete a zsirsav oxidaciot. 0,1 mM GIcN hasznalata
tovabb novelete az el6bbiekben leirt anyagcsere valtozasokat, azonban a GIcN
koncentracio tovabbi emelése (1,0-10,0 mM) nem okozott tovabbi valttozast. Ang és
munkatarsai mutattak ki, hogy a 2-es tipusu diabeteszben a szénhidrat felhasznalas
csOkkenése zbmében a csodkkent laktat oxidacio eredménye volt, mivel a glukoz
oxidacid nem valtozott. Mi is hasonldé valtozasokat talaltunk a szénhidrat oxidaciéban;
a laktat és a piruvat oxidacié csokkent, mig a glukoz oxidacio nem valtozott.

Az AMPK kdézponti szerpet t6lt be a sejt energia és metabolikus
homeosztazisanak fenntartasdban. Luo és munkatarsai eredményei alapjan
kronikusan megnoévelt hexézamin anyagcsereut fokozta az AMPK aktivitasat és
fokozott ACC foszforilaciohoz vezetett, ezaltal novelve a zsirsav oxidaciét. Mi szintén
megvizsgaltuk az AMPK és ACC foszforilaciéjat kontroll csoportban és 0,1 mM GIcN
kezelést kdvetdben, azonban a kisérleteinkben nem volt kaldonbség sem az AMPK
sem az ACC foszforilacidjaban. A fentiekben leirt ellentmondastra magyarazatul
szolgalhat, hogy a HBP akut és kronikus stimulacidja mas-mas hatassal bir.

Mindezen bizonyitékok alapjan kijelenthetjik, hogy a megvaltozott O-
glikozilacié fontos szerpet jatszik a diabeteszes cardiomyopathia kialakitasaban.

A fokozott HBP és O-glycosylatio egy masik diabeteszes szdévédmény, a
nephropathia, kialakulasaban is részt vesz. Kimutattak, hogy a fokozott hexézamin
anyagcsereut fokozott extracellularis matrix felszaporodashoz és mind mesangium-,

mind tubulus epithelsejt hypertrophiahoz vezet. Nerlich és munkatarsai GFAT
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pozitivitast irtak le human autopsias mintakbdél a vese tubulus epithesejtekben,
valamint diabeteses mintakban fokozott GFAT jel6lédés volt jelen a glomerulusok
mesangium- és epithelsejtjeiben.

A rendelkezésre all6 irodalom tébbsége a hexdzamin anyagcsereut szerpét
vizsgalta DNP-ben, azonban nagyon kevés informaciot ismerink az O-glikozilaciorol
a vesében.

Nekunk sikerdlt els6ként kimutatni, hogy human vesebiopszias mintakban
jelen van az O-glikozilacié a glumerulusok és a tubulusok sejtjeiben is. CTD110.6
pozitiv granularis jeldlést talaltunk a tubulus epithelsejtek citoplazmajaban. A
proximalis kanyarulatos csatornaban térténik a glukéz reabszorbcidja. Diabeteszben
a glukozuria lehet jelen, fokozddik a tubulussejtek glukéz visszaszivasa, mely
emelkedett intracellularis glukdéz koncentraciét okoz. A rendelkezésre &ll6 glukéz
fokozza a hexdézamin anyagcsereutat — emeli az UDP-GIcNAc tartalmat — és tobb
szubsztratot szolgaltat az OGT-nek, igy vezetve a fokozott O-glikozilaciohoz a
citoplazmaban.

A vizsgalataink bizonyitékokat szolgaltattak arra, hogy az O-GIcNAc fontos
szerepet jatszik a sejt szabalyozé folyamataiban. Ezen folyamat akut aktivalasa
sejtvéd6é hatasu, mig a kronikusan fokozott HBP és O-glikozilacié részt vesz az
Oregedéssel 0sszefliggd betegségek, mint a diabetes és diabeteszes szév8dmények

kialakulasaban.

Tézisek:

1. Anyagcsereutak aktivalédasai, melyek fokozott O-glikozilaciéhoz vezetnek, belsd
stressz reakciéként mikddnek, és ezen utak erdsitése fokozott stressz

tlr6képességhez vezet patkanyszivben.

e Izolalt patkanyszivben az ischémia 6nmagaban fokozza a hexdzamin

anyagcsereutat és noveli az O-glikozilaciot.

e Az O-glikozilacio fokozasa glukézamin hasznalataval fokozott toleranciahoz
vezetett ischemia/reperflzidos karosodassal szemben és 6sszefiiggést mutat

a moédosult p38 MAPK aktivacioval.

2. Patkanyok agyaban, harantcsikolt izomzataban, aortajaban és szivében korral
megnovekszik az O-glikozilacio. A fokozott O-glikozilacid6 nem a szabalyozé
enzimek (OGT, OGA) megvaltozott expresszidjanak kovetkezménye, ellenben
Osszefliggést mutat a a GFAT fokozott expresszidjaval és a fokozott hexézamin

anyagcsereuttal az id6és patkanyok szivében.
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3. Osszefiiggést van a szivben a diabetes altal fokozott O-glikozilacio és sziv

anyagcserevaltozasai, valamint az excitacié-kontrakcié kapcsolas kozt.

e A 2-es tipusu diabetes kialakulasa excitacio-kontrakcié kapcsolas
karosodasdhoz vezet, és ez dsszeflggést mutat a fokozott hexdzamin
anyagcsereuttal és a kovetkezményesen fokozott O-glikozilacidval, kiléndsen

a magas molekulasulyu fehérjéken.

e Glukézamin alkalmazasaval fokozva az O-glikozilaciét, a szivben csdkken a
szénhidrat és novekszik a zsirsav felhasznaldas. Ezen az elvaltozasok

hasonldak a 2-es tipusu diabateszes patanyokban latottakhoz.

e A patkanyszivben latott anyagcsere elvaltozasok nem mutatnak 6sszefliggést

sem az AMPK, sem az ACC aktivaciojaval.

4. Az O-glikozilacio jelen van az emberi vesében és dsszefliggés volt kimutathatd

az fokozott O-glikozilacié és a diabeteszes nephropathia kozt.

e O-glikozilacié jelen van mind a diabeteszes, mind a nem diabeteszes

egyének vesebiopszias mintaiban a glomerulusok és a tubulusok sejtjeiben.

o A diabeteszes nephropathia 6sszefiiggést mutat a glomerulusok és a

tubulusok sejtjeiben talalhato fokozott O-glikozilacidval.
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Koszonetnyilvanitas:

Clarence M. Forrest-nek ajanlom ezen munkamat, aki sajnos a kdzelmdultban
elhagyott bennlnket. Baratsaga mellett kitiiné oktatoja volt az allatsebészetnek és
nagyszeri segitséget jelentett technikai problémaim lekiizdésében is. Emlékét meleg

szivvel 6rzom.

Ezuton szeretném kifejezni halamat Prof. Wittmann Istvannak, hogy befogadott a
kitin6 kutatécsoportjaba és tamogatott mind a tudomanyos mind a Klinikai

munkamban. Segitsége nélkil nem tudtam volna elérni ezen eredményeket.

Nagyon halas vagyok Prof. John C. Chatham-nek aki megadta a lehet6séget hogy
az alapkutatasban dolgozhassam és kodszonet a soha nem szlind batoritasaért. A

tanacsai és tamogatasa jelenleg is sokat jelent nekem.

Kulon kdszonet Charlye A. Brocks-nak a baratsagaért és az eréfeszitéseiért,
mellyel mind a munkahelyemen, mind a maganéletben kellemessé tette a

birminghami tartézkodasomat.

Kdszondm Prof. Nagy Judit-nak és Prof. Richard B. Marchase-nek, hogy

biztositottak a korilményeket és a tdmogatast a tudomanyos munkamhoz.

Halas vagyok tovabba barataimnak és kollégaimnak Sue Marsh-nak, Nagy
Tamasnak és N6t Laszlénak a tamogatasukért és a munkamhoz vald

hozzajarulasukert.

Kdszonetet kell mondjak tarsszerzéimnek és Zachary T. Kneass-nek, valamint
Vorrarat Champattanachai-nak az értékes tanacsaikért és az 6sszes kollégamnak
a ll.sz. Belgyodgyaszati Klinikan és Prof. Richard B. Marchase és Prof. John. C.

Chatham laboratériumaiban a munkamhoz valé hozzajarulasukért.

Végul, de nem utolsésorban kdszondm a csalddomnak és baratimnak, az 6
folyamatos tamogatasuk és batoritasuk nélkil nem lettem volna képes elérni a

céljaimat.
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