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ROVIDITESEK

ACC: acetil-koenzimA-karboxilaz
ACE-I: angiotenzin-konvertal6-enzim-
inhibitor

ACO: aconitaz 2

ACR: albumin-kreatinin-hanyados
AMPK: AMP(adenozin monofoszfat)-
aktivalt protein kinaz

ARB: angiotenzin-receptor-blokkolo
ASA: acetil-szalicilsav
ATP: adenozin-5'-trifoszfat
BMI: testtdmeg index
CA-N: kardiovaszkularis
neuropathia

¢GMP: ciklikus guanozin-monofoszfat
CKD: kronikus vesebetegség

CRP: C-reaktiv protein

CFP: cigarettafiist puffer

cTnl: kardialis troponin |

DAPI: 4,6 diamidin-2-fenilindol

EDP: vég-diasztolés nyomas

eNOS: endotelidlis nitrogén-monoxid-
szintaz

EPO: erythropoetin

FAT: zsirsav transzlokaz/transzporter;
CD36

GFAT: glutamin: frukt6z-6-foszfat
amidotranszferaz

GFR: glomerularis filtracios rata

GP: glikogén foszforilaz

GSH: redukalt glutation

H.0,: hidrogén-peroxid

HBP: hexbzamin-bioszintézis utvonal
HIF: hipoxia indukalta transzkripciés
faktor

HPLC: nagy teljesitményl folyadék-
kromatografia

IL: interleukin

I/R: iszkémia-reperfluzio

KHB: Krebs-Henseleit bikarbonat

autondm

LDH: laktat-dehidrogenaz

LVDP: balkamrai nyomaskifejlédés
MALDI-TOF/MS: matrix-asszisztalt
Iézer deszorpcio ionizacio-repulési id6
analizis/tdmegspektrométer

NADP: nikotinamid adenin dinukleotid-
foszfat

NAG-tiazolin: 1,2 didezoxi-2 -metil-a-
D-glikopiranozo(2,1-d)-A2’-tiazolin
NMR: magneses mag-rezonancia

NO: nitrogén-monoxid

OGA: 3-N-acetil-gliikozidaz; O-
GIcNAc-az

O-GIcNAc: O-tipusu B-N-acetil-
glukézamin

OGT: O-GIcNAc transzferaz

PF: pentoxifyllin

PI3-K: foszfatidil-inozitol 3-kinaz

PKA: cAMP (ciklikus adenozin-
monofoszfat) fuggé proteinkinaz

PKB: proteinkinaz B/Akt

PKC: proteinkinaz C

PPS: pentozan poliszulfat

PUGNAc: O-(2-acetamido-2-deoxi-d-
gliikopiranozilidén amino-N-
fenilkarbamat)

RAS: renin-angiotenzin-rendszer
ROS: reaktiv oxigén termék(ek)

RPP: pulzusnyomas-munka

Ser/Thr: szerin/threonin

T2DM: 2-es tipusu diabetes mellitus
TCA: trikarbonsav

TNF: tumor nekrozis faktor
UDP-GIcNAc: uridin difoszfo-N-acetil-
glukézamin

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

ZDF: zucker diabetic fatty



BEVEZETES ES CELKITUZESEK

1. Oxidativ stressz és endotelialis diszfunkcio: In vitro kisérletek a cigarettafiist

okozta elvaltozasok vizsgalatara endotélsejtben.

A karosodott endotélfunkci® meghatarozé szereppel bir szamos, fokozott
ateroszklerozissal  6sszefiiggd makrovaszkularis megbetegedésben, példaul
ischaemias szivbetegségben, hypertoniaban, diabetes mellitusban, krénikus
vesebetegségben (CKD). A mikrovaszkularis szintli endotél-diszfunkcid pedig szoros
Osszefliggést mutat az inzulin-rezisztencia és a mikroalbuminuria kialakulasaval.

A dohanyzas szamottevd kockazati tényezd a makro- és a mikroangiopatias
szovédmények progressziojaban. A cigarettafust reaktiv oxigén termékek (ROS)
fokozott felszabadulasan keresztil oxidativ stresszt indukal az érfali endotélsejtekben
ezaltal funkcionalis karosodasokhoz vezet, amelyek kdzll az egyik legjelentésebb az
endotélfiggé vazodilatacié elégtelensége a nitrogén-monoxid (NO) csokkent
hozzaférhetésége kovetkeztében; ennek hatterében tdbbnyire csokkent eNOS
(endotelialis nitrogén-monoxid-szintaz) enzim-aktivitas all. Az eNOS aktivitdsanak
szabalyozasa meglehetbésen Osszetett, azonban jol ismert, hogy azt a
poszttranszlacios foszforilacios folyamatok jelentésen befolyasoljak; mig az eNOS
Ser(1177) oldallancan torténd foszforilacid néveli, addig a Thr(495) foszforilacidja
csokkenti az eNOS-aktivitast és igy az NO termelédését. Amig masok és altalunk is jol
demonstralt tény, hogy a cigarettafust endotél-diszfunkciéhoz vezet az eNOS - NO -
cGMP/ciklikus guanozin-monofoszfat/ utvonal integritasanak kulénb6zé pontokon
torténd megzavarasaval, addig az eNOS poszttranszlacios modosulasaira kifejtett

hatasai, valamint a résztvevd proteinkindzok szerepe nem tisztazott.

Célkitizések:

(i) cigarettafiist puffer (CFP) akut hatasanak vizsgalata az eNOS foszforilacidjara
és dimerizaciojara;

(i) meghatarozni, hogy redukalt glutationnal (GSH) kivédheték-e ezek a CFP
indukalta valtozasok;

(iii)  proteinkinazok kozvetitd szerepének vizsgalata a CFP indukalta eNOS
foszforilaciok létrejottében szelektiv proteinkinaz (PK) inhibitorok (PKA-, PI13-K
(foszfatidil-inozitol 3-kinaz)/PKB-, és PKC-inhibitorok) felhasznalasaval;

(iv)  PKCBll-specifikus inhibitor (ruboxistaurin) esetleges védé hatasanak vizsgalata

a CFP indukalta eNOS foszforilaciok hatterében:;



2. Oxidativ stressz és kardialis diszfunkcié: Ex vivo kisérletek a fehérje O-
GIcNAcilacié kardioprotektiv szerepének vizsgalatara iszkémia-reperfiziéban

izolalt, perfundalt patkanyszivben.

A hexdézamin-bioszintézis uatvonal (HBP) kronikus aktivaciéjat és annak
kovetkeztében megnodvekedett szoveti O-GIcNAc (O-tipusu B-N-acetilglik6zamin)-
szinteket karosnak vélik a glukoztoxicitas és inzulin-rezisztencia patogenezisében.
Ugyanakkor, egyre tobb bizonyitek szél amellett, hogy ezen anyagcsereutak akut
aktivacioja véd6 hatasu szamos, kardiovaszkularis rendszert érinté karosodassal
szemben.

A fehérjgk O-GlcNAcilacié-s poszttranszlaciés modosulasa, mint jelatviteli
mechanizmus egyre elfogadottabba valik a sejtfunkcidé sokrétli szabalyozasaban (pl.
nuklearis transzport, transzlacié, transzkripcid, citoszkeletalis reorganizacio,
proteoszomalis degradaciod, apoptosis). Ezt a folyamatot, vagyis egyetlen O-GIcNAc
molekula reverzibilis kotédését a sejtmagban és citoszolban elhelyezkedé fehérjék
Ser/Thr oldalldncain két enzim szabalyozza: O-GIcNAc transzferaz (OGT) az O-

GIcNAc kotédését, mig a PB-N-acetilglik6zaminidaz (O-GIcNAc-az, OGA) a

levalasztasat katalizalja. Az OGT katalitikus aktivitasa igen érzékeny az UDP-GIcNAc
(uridin difoszfo-N-acetil-glikézamin) sejten bellli koncentraciéjara, ami a HBP
végterméke. Az intracellularis glikéz kis hanyadanak HBP-n keresztili
metabolizmusat és igy az UDP-GIcNAc szintézisét a GFAT (L-glutamin-D-frukt6z 6-
foszfat amidotranszferdz) enzim szabalyozza. A glikézamin, amely a glukéz
transzporter rendszeren at jut be a sejtekbe, az UDP-GIcNAc- és igy az O-GIcNAc-
szintek gyors emelkedését idézi eld, azaltal, hogy glikézamin-6-foszfatta
foszforildlodik hexokinazok hatasara, vagyis képes megkeriini a HBP sebességét
meghatarozé GFAT enzimet. A fehérjék O-GIcNAcilacidja fokozhatdé OGA-gatidkkal,
példaul PUGNAc-val (O-(2-acetamido-2-deoxi-d-glikopiranozilidén ~ amino-N-
fenilkarbamat) vagy NAG-tiazolin szarmazékokkal [pl. NBt: 1,2 didezoxi-2"-propil-a-D-
glikopiranozo(2,1-d)-A2’-tiazolin; NAe: 1,2 dideoxi-2"-etilamino-a-D-
glikopiranozo(2,1-d)-A2’-tiazolin].

Tobb ex vivo és in vivo vizsgalatban glukézamin vagy PUGNAc adasa az O-
GIcNAc-szintek ndvelésével védbhatasu volt iszkémia-reperfuzios (I/R) karosodassal
szemben. Azonban alacsony specificitasuk és egyéb hatasaik miatt eltérd fiziologias
hatasaik is lehetnek, amelyek befolyasolhatjdk eredményességilket és esetleges

hasznalhatésagukat. Kézelmultban keriltek kifejlesztésre uj, nagy-szelektivitasu OGA-



gatlok, a NAG-tiazolinok; példaul a NBt ~1500-szor specifikusabb OGA-gatlo, mint a
PUGNAc, vagy a NAe még hatékonyabb, mint a NBt (~30-szor). Bar egyiket sem
tesztelték szervszinten I/R karosodasban. Tébb patologias stresszre mar ismerjuk a
szivben az O-GIcNAc-szintek teljes valtozasait, azonban keveset tudunk a sejten beliili
O-GIcNAc-megoszlasrol akar intakt szivben, vagy iszkémiat és I/R-t kdvetéen. Szintén
nem ismertek I/R soran azok az O-GIcNAc-célfehérjék, melyek képesek hozzajarulni a

miokardium megb6rzéséhez.

Célkittzések:

(i) igazolni, hogy reperfuzié soran az OGA szelektiv gatlasa NBt-vel és NAe-vel
csokkenti az izolalt sziv I/R-okozta karosodasat;

(i) meghatarozni az iszkémia, I/R és OGA-gatlas hatasat az O-GIcNAc-szintek
kardialis eloszlasara;

(iii) meghatarozni, hogy OGA-gatlassal kivédhet6k-e az iszkémia és I/R okozta
elvaltozasok a miokardialis integritdsban és a Z-vonal fehérjékben;

(iv) iszkémia és I/R soran modosult O-GIcNAc-célfehérjék identifikalasa;

3. Tanulmanyok a fokozott HBP és protein O-GIcNAcilacié, mikro-inflammacio és
oxidativ stressz patogenetikai szerepének vizsgalatara diabeteses

szovédményekben és kronikus vesebetegségben.

3.1. Ex vivo kisérletek a fokozott HBP és a fehérje O-GIcNAcilacié

szivanyagcserét befolyasolé hatasainak vizsgalatara.

A sziv- és érrendszeri szovédmények a diabeteses betegek magas korai
morbiditasanak és mortalitasanak vezetdé oka. Inzulin-rezisztencia és diabetes
kdvetkeztében a szivben az anyagcsere maladaptiv zavara - megndvekedett zsirsav-
és lecsdkkent glikéz-felhasznalas - jon létre, ami hozzajarul a diabeteses
kardiomiopatia kialakulasahoz.

A diabetes szamos szdvetben (pl. vese, sziv) az O-GIcNAc-szintek emelkedését
idézi el6. A fokozott oxidativ stressz kdvetkeztében kialakuld vaszkularis-endotelialis
diszfunkcié hatterében jelentés szerepet tulajdonitanak a HBP és a fehérje O-
GIcNAcilacio tartds aktivaciojanak. A glikézaminnal serkentett HBP és O-GlcNAcilacié
hatasara szivben is kimutathaté néhany diabetesre jellemz8 elvaltozas, azonban a

metabolizmust érinté hatasokrol keveset tudunk. Zsirsejtekben glikézamin a palmitat-



oxidacio novekedését idézte el6 az AMPK/AMP-aktivalt proteinkinaz/ és ACC/acetil-

KoA-karboxilaz/ O-GIcNAc fuggd aktivacioja révén.

Célkitizések:

(i) meghatarozni, hogy a glikézaminnal aktivalt HBP és O-GlcNAcilacié a
szivanyagcsere diabeteses fenotipusu valtozasat eredményezi-e;

(i) meghatarozni, hogy az AMPK, ACC vagy FAT(zsirsav transporter)/CD36
aktivacioja volt-e felelés a megvaltozott szubsztrat-felhasznalaseért;

(iii)  megvizsgalni, hogy a membran asszocialt FAT/CD36 szintjének ndvekedése

lehet-e direkt O-GIcNAc médusulas kdvetkezménye;

3.2. Klinikai tanulmany az anti-inflammatoérikus pentoxifyllin és pentozan
poliszulfat kombinaciés kezelés hatékonysaganak vizsgalatara diabeteses

neuropathiaban és albuminuriaban 2-es tipusu diabetes mellitusban.

A diabetes mellitus késdi vaszkularis szév6dményeinek hatterében szamos
tényez6 jatszik szerepet, azonban az oxidativ stressz és kronikus gyulladas
patogenetikai szerepe, legféképp 2-es tipusu diabetes mellitusban (T2DM) kilénésen
nagy jelentéséggel bir. A fokozott gyulladas szoros 6sszefiiggést mutat mind a sziv-
és érrendszeri autondm diszfunkcid, mind az albuminuria kialakulasaval és
progressziéjaval, melyek a diabeteses neuropathia és nephropathia vezeté tliineteiként
ismeretesek. Gyulladasos folyamatok (citokinek, ndvekedési faktorok, adhézids
molekulak felszaporodasa) karos hatasai megvaltozott vazoregulaciés valaszban,
fokozott vaszkularis permeabilitasban, leukocyta-adhézidban és facilitalt thrombus-
képzédésben nyilvanulhatnak meg, ily moédon a vasa nervorum vagy a glomerulusok
szintjén is mikrovaszkularis diszfunkciét okoznak. Ezen tulmenden, a kedvezétlen
hemorheoldgiai  kdrilmények (pl. hypercoagulabilitds, hyperviszkozitas) és
vorosveértest abnormalitasok (pl. csdkkent deformabilitas, -O,-kdté kapacitas, fokozott
aggregacio) szintén rontjak a mikroangiopatiat.

A diabeteses neuropathia és nephropathia specifikus kezelése, tobbek kozoétt a
multifaktoridlis patomechanizmus miatt nem kivitelezhets. Ujabban, néhany
igéretesnek tlin6 szer, mint a pentoxifyllin (PF), vagy pentozan poliszulfat (PPS) kerult
az érdeklb6dés kozéppontjaba, melyek potencidlisan késleltethetik a diabeteses
nephropathia progressziojat; azonban esetleges jotékony hatasukat neuropathiaban

nem vizsgaltak. PF és PPS koztudottan jelentés keringésjavito, anti-inflammatérikus



és anti-proteinurias hatasokkal birnak, igy részben tlneti, részben oki terapias

lehet6séget kinalhatnak ezen mikrovaszkularis karosodasok javitasaban.

Célkitlizésunk volt a kombinalt PF-PPS infuziés kezelés hatasanak vizsgalata T2DM-

es betegekben:

(i) a kardiovaszkularis autondm és periférias szenzoros funkciéra (neuropathia
vonatkozasaban);

(i) a vizeletalbumin-kivalasztas mértékére (nephropathia vonatkozasaban);

3.3. Klinikai tanulmany az erythropoetin-rezisztencia és az anti-inflammatorikus
acetil-szalicilsav anaemiara gyakorolt hatasanak vizsgalatara 2-es tipusu

diabetes mellitusban és kréonikus vesebetegségben.

T2DM-ben és CKD-ben gyakran medfigyelhetd anaemia egyik legfontosabb
etiologiai tényezbje az erythropoetin (EPO) csdkkent termelédése a peritubularis
intersticialis sejtek karosodasa kovetkeztében. Ugyanakkor az EPO hatastalansaga is
szerepet jatszhat, melynek létrejottében a T2DM-ben és CKD-ben is fennallé fokozott
oxidativ stressznek és szubklinikus gyulladasnak tulajdonitanak jelentéséget.
Diabeteses nephropathias betegekben ily mdédon még fokozottabb lehet az EPO-
rezisztencia mérteke.

Az EPO elérhetbségének és az anaemia javitdsanak céljabdl elterjedten
alkalmazzak a hormonszubsztitucios kezelést, azonban a gyulladascsdokkenték
szérum EPO-szintekre és erythropoesisre gyakorolt hatasai nem ismeretesek. A ROS
redox-szenzitiv intracellularis jelatvivd és transzkripcidés folyamatokban betdltott
kozvetitd szerepére példa a renalis EPO-szekrécid HIF-1-en (hypoxia indukalta
transzkripcios faktor) és hydroxil szabad gyokon keresztili szabalyozasa. Lehetséges,
hogy T2DM-ben és CKD-ben a ROS felszaporodasa kovetkeztében zavartta valik a
HIF-1 aktivacidja, ami szuppresszalt EPO-szintézishez vezethet. igy feltételezhetd,
hogy a gyulladascsékkenté és hydroxil gydkfogd ASA (acetil-szalicilsav) hatasos lehet

az EPO-termel6dés és az anaemia korrekciojaban T2DM-es és CKD-s betegekben.

Célkitizések:
(i) az EPO-rezisztencia vizsgalata T2DM-es és/vagy CKD-s betegekben;
(i) az ASA hatasanak vizsgalata az EPO szérumszintjére és az erythropoesis

markereire T2DM-es és CKD-s betegekben;



BETEGEK, ANYAGOK ES MODSZEREK

1) Egér endothelioma sejt-vonalbdl szarmaz6 endotélsejteket inkubaltunk Krebs-
CFP-vel kiilonb6z6 idétartamokig (5 - 30 perc) a dohanyflist koncentracio- és idéfliggd
akut hatasanak vizsgalatdra. A CFP elkészitéséhez vakuumcsé-szivattyuval ellatott
berendezést hasznaltunk, amelynek segitségével a cigarettakat (Camel®) konstans
vakuummal (-5 vizcm) egységes ideig (5 perc) szivattuk el, és a cigerattafiistot 5 ml
KHB pufferban nyelettik el. Antioxidans kisérletekben KHB pufferben oldott GSH (5
mM; 15 perc) el6kezeléseket haszndltunk. A proteinkindz utvonalak szerepének
tisztazasahoz a kovetkez6 inhibitorokat alkalmaztuk: 1) szelektiv PKA-inhibitor (H-89;
10 pM); 2) szelektiv PI3-K/PKB-inhibitor (LY-294002; 100 pM); 3) szelektiv PKC-
inhibitor (Ro-318425; 1 uM); és 4) izoforma-specifikus PKCII-inhibitor (Ruboxistaurin;
30 nM). Immunblot analizisekben meghataroztuk a P(foszfo)-Ser(1177) és P-Thr(495)
eNOS, total eNOS, P-Ser(473) és total Akt, valamint a dimer eNOS szintjeit, majd
denzitmetrias és statisztikai elemzéseket végeztiink (ANOVA-Dunnett’s posthoc teszt,

parositatlan t-teszt, Jonckheere-Terpstra teszt; SPSS 10.0, SPSS Inc.)

Az alabb felsorolt allatkisérletek a University of Alabama at Birmingham Helyi
Allatgondozasi és Alkalmazasi Bizottsaganak (Institutional Animal Care and Use
Committee) engedélyével torténtek és megfeleltek a 'Guide for the Care and Usage of
Laboratory Animals’ (NIH Publication No. 85-23, 1996) kovetelményeinek.

2) Him, nem-éheztetett Sprague-Dawley patkanysziveket ketamin altatdas utan
izolaltunk és Langendorff-mdédszerrel retrograd uton perfundaltuk csak glikéz
szubsztratot tartalmaz6 KHB pufferrel, konstans nyomassal (75 Hgmm). A
szivfunkcidkat nyomasmeérd transzducerhez csatlakoztatott balkamrai folyadék-
ballonon keresztiil monitoroztuk, melynek felfujasaval a vég-diasztolés nyomast (EDP)
5 Hgmm-en tartottuk. Az alabbi szarmaztatott paraméterekkel hataroztuk meg a
szivteljesitményt: balkamrai nyomaskifejlédés (LVDP = max. szisztolés nyomas —
EDP), nyomasgorbe-fliggvény id6re vetitett derivaltja (+ dP/dt = maximum/ minimum
rate of LVDP), és pulzusnyomas munka (RPP, rate pressure product = szivfrekvencia
X LVDP). Stabilizalas (30 perc) utédn a szivek random kerlltek idé-kontroll, normoxia
csoportba (Norm) vagy a négy I/R csoport egyikébe, ahol 20 perc globalis iszkémiat
kovetéen a 60 perces reperfuzié ideje alatt: 1) kezelést nem (Control) vagy 2) 50 uM
NBt (NBt50), 3) 100 yM NBt (NBt100), 4) 50 uM NAe (NAe) kezeléseket kaptak.
Reperfuzié alatt nyomasgorbéken figyeltiik a kamrai tachycardiat (VT, négy vagy tdébb



egymasutani ektépias Utés) és fibrillaciét (VF, gyors mechanikus aktivitas minimalis
LVDP mellett). A kardialis troponin | (cTnl) szintjét a (reperfuzié 15., 30., 45. és 60.
percében gyljtott) koronaria-effluensbél mértik ELISA-val. Az ATP- és UDP-HexNAc-
szinteket a fagyasztott szivek perklorsavas extraktumabol mértik HPLC-vel.

Az  O-GlIcNAc, desmin  és  vinculin  szoveti eloszlasat  indirekt
immunofluoreszenciaval detektaltuk epifluoreszcens mikroszkoppal. Iszkémia
indukalta kulénbségek vizsgalatara egyes sziveket csak 20 perces iszkémianak
tettlink ki. A paraffinba-agyazott metszeteket O-GIcNAc- (CTD110.6), desmin-, és
vinculin-ellenes els6dleges antitestekkel inkubaltuk és Alexa Fluor-konjugalt
masodlagos antitestekkel vizualizaltuk a sejtmagokra specifikus DAPI-val (4’,6
diamidino-2-fenilindol) egyutt. Az immunblot analizisekhez fagyasztott szivek
homogenizatumait, teljes szOveti, valamint sejtmag-, citoszol-, membran- és
mitokondrialis-frakciok lizatumait hasznaltuk. A membranokat O-GIcNAc (CTD110.6),
OGT, P-Tyr(822) és total vinculin, desmin, glikogén-foszforilaz (GP), aconitaz 2 (ACO)
fehérjékre jeldltik és vizualizaltuk.

Az O-GlcNAc-asszocialt fehérjéket Western blottal (CTD 110.6) jeldltik, majd a
Coomassieval festett gél megfelel fehérjesavjait kimetszettik és tripszines emésztés
utan MALDI-TOF tdmegspektrometrias detektalashoz készitettik el6. A peptid
tomegspektrumokat analizaltuk (Voyager Explorer) és dsszevetettik a Swiss-Prot
adatbazissal (Mascot software). Szivperfuzidos csoportok voltak: 1) idé-kontroll,

normoxias; 2) iszkémias (10 perc); és 3) 10 perc iszkémia utani reperfuziés (60 perc).

A vinculin, GP és ACO fehérjék O-GIcNAc médosulasat és asszociacidjukat OGT-vel

immunoprecipitacioval vizsgaltuk. Az ACO aktivitasat a NADP-redukcidjahoz kapcsolt

citrat és a-ketoglutarat atalakulasi reakcioban mértik spektrofotometriasan (340 nm).
Statisztikai elemzések ANOVA-Bonferroni’s posthoc teszt, Pearson’s korrelacio,

X?-teszt, parositatlan t-teszt voltak (Prism 4.0, GraphPad Inc.).

3.1) Nem-éheztetett, him Sprague Dawley patkanyok szivét a 2. pont-ban leirtak
szerint perfundaltuk standard kortilmények kozott. A perfuziés KHB puffer tartalmazott
(mM) gliikozt 5,0, laktatot 1,0, piruvatot 0,1, palmitatot 0,32, glutamint 0,5 és 50 pU/ml
inzulint. Az izolalt sziveket random mddon osztottuk a hat csoport egyikébe és
perfundaltuk 60 percig normoxiasan a kovetkez6 glikézamin koncentraciokkal: 1) 0
mM (n=8); 2) 0,05 mM (n=5); 3) 0,1 mM (n=8); 4) 1,0 mM (n=4); 5) 5,0 mM (n=8); és
6) 10,0 mM (n=7). A sziveket a protokoll utolsé 40 percében [U-'>CJ-palmitattal, [3-

3Cl-laktattal és [2-'°C]-piruvattal perfundaltuk. "*C-NMR izotopomer analizissel



hataroztuk meg az egyes energiaszubsztratok trikarbonsav (TCA) ciklusba valé
belépésének aranyat a teljes acetil KoA-ban. "H-NMR spektrométerrel hataroztuk meg
a laktat-kiaramlas és -felvétel mértékét. ATP és UDP-HexNAc szintjét HPLC-vel
mértlik. Fagyasztott, poritott szivekbdl teljes szoveti és membranfrakciot tartalmazé
homogenizatumokat készitettink. A membranokat O-GlcNAc-re (CTD110.6), valamint
P-Ser(79) és total ACC, P-Thr(172) AMPK-a és total AMPK-q, illetve FAT/CD36
fehérjékre jeloltik és vizualizaltuk. A FAT/CD36 immunoprecipitaciojat O-GIcNAc
(CTD 110.6), OGT és FAT/CD36 jelolésekkel komplettaltuk. Statisztikai elemzésekhez
ANOVA-t (Dunnett’'s posthoc teszt) és parositatlan t-tesztet hasznaltunk (Prism 4.0,

GraphPad Inc).

Az alabb felsorolt klinikai vizsgalatok a Pécsi Tudomanyegyetem Altalanos
Orvostudomanyi Kara Regionalis Etikai Bizottsaganak engedélyével és a résztvevok
irasos beleegyezésével torténtek.

3.2) Placebo-kontrollalt tanulmanyunkban T2DM-es (= 1 év tartam) és disztélis
szenzoros neuropathia tlneteit mutaté betegek két csoportjat vizsgaltuk: 1) kezelt
betegek (Verum; n=77) naponta egyszer kaptak kombinalt PF (100 mg, Trental®) és
PPS (100 mg, SP54®) infuzidkat 5 napon at; 2) kezeletlen, kontroll egyének (Placebo;
n=12) Salsol infuziékban (500 ml) részesiiltek. A kontroll betegek csoportja illesztett
volt korra, nemre, T2DM tartamra, BMI-re, hemoglobin A;.-re és vesefunkciéra. Az
ACE-| és/vagy ARB, statin, vagy trombocita-gatlé kezelésben nem volt kildnbség a
csoportok kozott. A kizarasi kritériumok a kdvetkezdk voltak: egyéb etioldgiaju
neuropathia, sulyos maj- és szivelégtelenség, CKD (szérum kreatinin >200 pmol/l),
ritmuszavar, hypertonia (>160 Hgmm), elérehaladott retinopathia, vérzés, mozgas- és
egyuttmikddési képtelenség. A vizsgalatok a hospitalizacio elsé napjan (terapia el6tt)
és az o6tédik napjan (terapia utan) torténtek. A CA-N-t (kardiovaszkularis autondém
neuropathia) a Ewing-féle, 6t standardizalt reflex-teszttel vizsgaltuk, melyek a
szivfrekvencia-valtozasokat [mélylégzés (ki/belégzési hanyados), Valsalva man&ver
(Valsalva hanyados), és feldllas (30/15 hanyados)] és a vérnyomas-valtozasokat
detektaljak (poszturalis szisztolés-esés és a diasztolés-emelkedés handgrip-teszt
soran). Az egyes teszteket és azok dsszesitett eredményét (autondm score), életkor-
fliggd kategdriakban is megadva, EKG-hoz csatlakoztatott software (Innobase 3.1)
segitségével értékeltik. Vibracioérzést az alsdé végtagokon 128 Hz-es Riedel-Seiffer
kalibralt hangvillaval mértik. Albuminuria mérése (nefelometriasan) egyszeri

vizeletmintabdl tortént és albumin/kreatinin hanyadost (ACR) szamoltunk. Statisztikai



analizishez nem-paraméteres (Wilcoxon, Mann-Whitney U) és paraméteres
(parositatlan- és parositott-t) teszteket, X*-tesztet, Spearman’s korrelaciét hasznaltunk
(SPSS 10.0, SPSS Inc.).

3.3) Az EPO-rezisztenciat keresztmetszeti tanulmanyban vizsgaltuk négy, azonos
szérum EPO-szinttel biré csoport 6sszehasonlitasaval: 1) T2DM-es betegek normalis
glomerularis funkcioval (szérum kreatinin: 60—-120 pmol/l és GFR: 90-120 ml/perc)
[DM; n=15]; 2) T2DM-es betegek nephropathiaval (DM+CKD; n=15); 3) nem-
diabeteses CKD-s betegek (CKD; n=15); 4) egészséges, életkorban és nemben
illesztett egyének (KONTR; n=10). A DM és a DM+CKD csoport nem kuldonb6zott a
szénhidrathaztartas tekintetében (hemoglobin Ai., fruktézamin, plazma glikéz). Nem
volt kiilébnbség a szérumkreatinin- és GFR-értékekben a DM+CKD és a CKD, illetve a
KONTR és a DM csoportok kozétt. A CKD csoportban szerepelt hypertenziv
nephropathia (n=9), kronikus pyelonephritis (n=3), analgetikum nephropathia (n=1),
kronikus glomerulonephritis (n=1), policisztas vesebetegség (n=1). A malignitasban,
autoimmun-betegségben és hianyallapotban szenved6 anaemias betegeket kizartuk.
Az intervencios fazisban alacsony EPO-szintekkel biré6 anaemias betegek (DM: n=3;
DM+CKD: n=4; CKD: n=3) per os 1 gram ASA-t (Aspirin®) kaptak. Kizarasi kritériumok

voltak: dohanyzas, hyperaciditas, fekélybetegség, gasztrointesztinalis verzes,
malignitas, krénikus tiddbetegség. Az éhomi vérvételek az ASA adasa el6tt és utan 4,
8, 24, és 48 o¢ra elteltével torténtek. A szérum EPO, reticulocyta-szam és -arany,
vorosvertest-szam, hematocrit, hemoglobin, és az LDH meghatarozasa rutin
laboratériumi médszerrel tortént. Statisztikai elemzésekhez ANOVA-t (Bonferroni's
posthoc teszt), parositatlan- és parositott t-tesztet, X*-tesztet, Pearson's korrelaciot
hasznaltunk (SPSS 10.0, SPSS Inc.).

EREDMENYEK

1. (i) A CFP koncentracio- (p<0,05) és id6-fliggé maodon (p<0,05) névelte mind a P-
Ser(1177)-, mind a P-Thr(495)-eNOS szintjét a kezeletlen kontroll-sejtekhez képest; a
novekedés maximuma 50%-os CFP esetén volt megfigyelhetd 30 perces kezelés utan.
A P-Thr(495)-eNOS szintje szignifikdnsan magasabb volt minden vizsgéalt CFP-
koncentracio és kezelési id6tartam esetén (p<0,05 vs. P-Ser(1177)). A CFP-kezelések
koncentracio- (p<0,05) és id6-figgé mddon (p<0,05) vezettek a homodimer eNOS
felbomlasahoz, amit a szignifikdnsan csokkent dimer/monomer eNOS hanyados

értékek jeleztek.
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(i) GSH jelentésen csokentette a CFP hatasara megndvekedett P-Ser(1177)- és
P-Thr(495)-eNOS szintjét a GSH-kezeletlen sejtekhez viszonyitva (p<0,05). Az eNOS
foszforilacidjaban bekdvetkezett csdokkenés kifejezettebb (p<0,05) volt a Thr(495)-
oldallancon (~45%), mint a Ser(1177) helyen (~20%). GSH kivédte a homodimer
volt kilénbség a CFP-hatas maximuman (50%, 20 perc) a CFP-kezeletlen kontroll
sejtekhez képest (NS).

(iii) A CFP koncentracio- (p<0,05) és id6fuggben (p<0,05) gatolta a PKB/Akt-
foszforilaciéjat a Ser(473) helyen. A CFP-kezeléshez képest a szelektiv PI13-K/Akt-
inhibitor (LY-294002) tovabb novelte a P-Ser(1177)-eNOS szintjét (p<0,05) és nem
befolyasolta a P-Thr(495)-eNOS-szinteket (NS). Szelektiv PKA-inhibitorral (H-89) nem
talaltunk valtozast a CFP hatasara bekovetkez6 eNOS foszforilaciokban sem a
Thr(495)-, sem a Ser(1177)-oldallancon (NS). Szelektiv PKC-inhibitor (Ro-318425)
szignifikdnsan csokkentette a P-Thr(495)-eNOS szintjét minden vizsgalt CFP-
koncentracio esetén (10%, 20%, 50%; p<0,05), és novelte a P-Ser(1177)-eNOS
szintjét 50%-o0s CFP esetén (p<0,05).

(iv) Izoforma specifikus PKCBIl-inhibitor (ruboxistaurin) szignifikdnsan csokkentette
P-Thr(495)-eNOS-szinteket flggetlenul a CFP-kezelések koncentracidjatol (p<0,05) és
névelte a P-Ser(1177)-eNOS szintjét 50%-0os CFP esetén (p<0,05). Ruboxistaurin
szignifikdnsan novelte a P-Ser(1177)-eNOS/P-Thr(495)-eNOS aranyat koncentracio-
fliggé mddon (10 és 20% CFP: p<0,05; 50% CFP: p<0,001).

2. (i) 1/R-szivekben a szivfunkciok (LVDP, + dP/dt, RPP), UDP-HexNAc- és ATP-
szintek jelentds csOkkenést, mig a cTnl-szintek ndévekedést mutattak (p<0,05 vs.
Norm); mindez a kardialis O-GIcNAc-szintek ~50%-0s csdkkenésével jart (p<0,05 vs.
Norm). A kiindulasi, I/R elétti szivfunkciokban nem volt kulonbség a reperfuzié soran
kezeletlen (Control) és kezelt NBt50, NBt100, NAe csoportok kozétt. Az RPP, LVDP
és max dP/dt funkciok visszatérése reperfuzio alatt jobb volt a NBt100 és NAe
csoportokban (p<0,05 vs. Control); ez a NAe-szivekben 5 perc utan és a reperfuzioé
ideje alatt mindvegig lathato volt. A reperfuzié végén az RPP, LVDP és + dP/dt értékei
magasabbak voltak a NBt100- és NAe-szivekben (p<0,05 vs.Control), és magasabbak
voltak a NAe-szivekben mind a NBt50, mind a NBt100 csoporthoz képest (p<0,05).
NBt100- és NAe-szivekben jelentdsen csokkent a cTnl szintje (p<0,05 vs. Control), és
a NAe-szivek cTnl kibocsatasa alacsonyabb volt mind a NBt50, mind a NBt100

csoporthoz viszonyitva (p<0,05). Reperfuzids VT és/vagy VF incidenciaja 86% volt a
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kezeletlen Control szivekben, 14% a NBt50-szivekben, és nem fordult el6 sem a
NBt100, sem a NAe csoportban (p<0,05). Az UDP-HexNAc- és ATP-szintekben nem
volt kilénbség az I/R csoportok kozott. A NAG-tiazolinok minden kezelt csoportban
(NBt50, NBt100 and NAe) novelték az O-GIcNAc szintjét (p<0,001 vs. Control). Az O-
GlcNAcilacié magasabb volt a NBt100 csoportban (p<0,05 vs. NBt50), és magasabb
volt NAe-szivekben mind a NBt50, mind a NBt100 csoporthoz képest (p<0,05).
Szignifikans korrelaciét talaltunk az O-GIcNAc és az RPP (R2 = 0,82; p<0,05), a max
dP/dt (R?= 0,77; p<0,05) és a cTnl (R?= 0,65; p<0,05), valamint az RPP és a cTnl (R?
= 0,83; p<0,05) kozott.

(i) Normoxias szivekben az O-GIcNAc intenziv immunfluoreszcenciat mutatott a
kardiomiocitak sejtmagjaban, a citoszolban pedig egyértelml kereszt-csikozott
mintazat latszott. Az iszkémia alig volt hatassal az O-GIcNAc festédésére, valtozatlan
maradt a citoszolban a csikozott elrendezddés is, azonban prominens valtozasokhoz
vezetett a nuklearis O-GIcNAc eloszlasaban (punktatumok és egyébként O-GIcNAc-
negativ sejtmagok perinuklearis festédésli megjelenésével). Az I/R-szivekben az O-
GIcNAc fluoreszcenciaja lecsokkent mind a citoszolban, mind a sejtmagban, és a
csikozott mintadzat jelentés vesztését lattuk, a nuklearis O-GIcNAc-festédésbeli
eltérések, hasonldéan az iszkémias szivekhez, itt is szembetlin6ek voltak. Az NBt50-
perfuzié az O-GIcNAc fluoreszcenciajat fokozta, a citoszolban megdrizte az O-GIcNAc
kereszt-csikozott mintazatat a kezeletlen I/R-szivekhez képest, azonban a sejtmag O-
GIcNAc festddése gyenge maradt, valamint a punktatumok és perinuklearis O-
GIcNAc-festédések tovabbra is jelen voltak. Immunblot vizsgalatokban Az I/R az O-
GIcNAc-szintekben ~50%-0s csokkenést eredményezett mind a sejtmag, mind a
citoszol frakcidban (p<0,05 vs. Norm). Az NBt50-perfuzié névelte az O-GlcNAc szintjét
a citoszolban (p<0,05 vs. Control), de a sejtmag O-GIcNAc szintjét nem valtoztatta
(NS). Az NBt100 és a NAe mindkét frakcidban az O-GIcNAc-szintek ndvekedését
eredményezte (p<0,05 vs. Control), azonban a nuklearis O-GIcNAc-szintek
ndévekedése kisebb mértéki volt (p<0,05 vs. Citoszolikus). Az I/R az OGT szintjét
er6sen csokkentette mind a sejtmagban, mind a citoszolikus frakciéban (p<0,05 vs.
Norm). Az NBt50-, NBt100- és NAe-perfuziok csokkentették az OGT-vesztést a
citoszolfrakciéban (p<0,05 vs. Control) de nem befolyasoltak a sejtmagfrakcidban
(NS). A citoszolban észlelt nagy molekulasulyu (150-250 kDa) OGT savok
intenzitasanak |/R-okozta novekedését is mérsékelte az NBt50-, NBt100- és NAe-

perfuzié (p<0,05 vs. Control).
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(iii) Azt talaltuk, hogy az O-GIcNAc co-lokalizalédik desminnel és vinculinnal,
amelyek a Z-vonalat alkoté citoszkeletdlis fehérjék kdze tartoznak, megerésitvén
ezzel, hogy kardiomiocitakban a Z-vonalaknak megfeleld régidk igen gazdagok O-
GlcNAc-asszocialt fehérjékben. Iszkémia nem okozott szembet(iné valtozast a desmin,
vagy a vinculin fluoreszcencigjaban. Az |/R-szivekben a desmin-fluoreszcencia
kifejezett csOkkenését és a Z-vonalaktél vald diszrupcidjat lattuk, mig vinculin
festbdése és intenzitasa viszonylag valtozatlan maradt. Az NBt50-szivekben a
szerkezeti szétesesés mértéke nagymértékben csdkkent, a desmin és a vinculin
csikozott mintazatu rendezettsége, illetve co-lokalizaciojuk O-GlcNAc-val megtartott
maradt. Immunblot vizsgalatokban, az I/R a desmin szintjében erds csdkkenést
okozott, féként a membranfrakcioban (>50%-kal). Az NBt50-, NBt100- és NAe-perfuzio
a desmin-vesztést kivédte (p<0,05 vs. Control). A total vinculin szintjében egyik
csoportban sem volt szignifikans valtozas, azonban az NBt50-, NBt100- és NAe-
perfuzié megakadalyozta a vinculin Tyr(822)-foszforilaciojanak I/R-okozta névekedését
a teljes szoveti lizatumban és a membranfrakcidban is (p<0,05 vs. Control).

(iv) Iszkémia (10 perc) ndvelte az O-GIcNAc és az UDP-HexNAc szintjét (p<0,05
vs. Normoxia), mig 60 perces reperfuzi6 mindkettét lecstkkentette (p<0,05 vs.
Ischemia). Az ATP csokkent az ischaemiaval (p<0,05 vs. Normoxia) €s szintje nem allt
vissza a reperfuzié utan. A MALDI-TOF, amivel olyan fehérjecsoportokat analizaltunk,
amelyek iszkémia és/vagy reperfuzié soran emelkedett vagy csokkent O-GIcNAc-
immunreaktivitast mutattak, harom fehérjére utalt. Az iszkémiaban ndvekvé és a
reperfuzioval csokkené O-GIcNAc-szinteket mutatdé fehérjesavban identifikalt két
fehérje a GP (glikogén-foszforilaz b; 97 kDa) és az ACO (aconitaz 2; 85 kDa) volt. A
harmadik fehérjéhez (vinculin; 125 kDa) tartoz6 savban csak reperfuzidéban lattunk O-
GlcNAc-emelkedést iszkémidhoz és normoxiahoz viszonyitva is. A vinculin, a GP és
az ACO 0sszfehérje szintjeben nem volt kilénbség az iszkémias vagy reperfuzids-
szivekben. Immunprecipitaciéval mindharom fehérje pozitivitast adott anti-O-GIcNAc
antitesttel és a stressz kondicidnak megfelel6 valtozasokat mutattdk (vinculin
reperfuzié utani O-GIcNAc fokozédasat; a GP és az ACO O-GIcNAc fokozodasat
iszkémiaban és csokkenését reperfuzidoban). Az NBt100 és a NAe kivédte a vinculin,
GP és ACO fehérjék O-GIcNAcilaciojanak I/R-okozta csokkenését ugy, hogy nem volt
kildnbség (stressztél és kezelésektél figgetlenll) a fehérjék dsszmennyiségében a
szovetlizatumokban, illetve immunprecipitacid utan. B-N-acetil-gliké6zaminnal torténd

inkubacié az anti-O-GIcNAc antitest kotédésének teljes foku gatlasat okozta. Vinculin,
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GP és ACO co-immunprecipitalédott OGT-vel. Az NBt100 és a NAe kivédte a
mitokondridlis ACO és OGT szintiének és az ACO aktivitdsanak |/R-okozta

csokkenését (p<0,05 vs. Control).

3.1. (i) A glikézamin-perfuziék (0,05, 0,1, 1,0, 5,0 és 10,0 mM) nem voltak hatassal
sem a szivfunkcioéra, sem az ATP-szintekre (NS vs. 0 mM). A glikézamin dézisfligg6
modon emelte mind az UDP-GIcNAc, mind az O-GIcNAc szintjét (p<0,05 vs. 0 mM).
Mar 0,1 mM glikézamin szignifikdnsan ndvelte (40-50%-kal) az UDP-GIcNAc és O-
GIcNAc szintjet (p<0,05 vs. 0 mM). A glikézamin minden koncentraciéban
szignifikdnsan ndvelte a palmitat oxidaciojat (p<0,05 vs. 0 mM) és egyidejlleg a teljes
szénhidrat-oxidacioban csotkkenéshez vezetett (p<0,05 vs. 0 mM). A legnagyobb
meértékl valtozast 0,1 mM glikézamin mellett lattuk, ahol a palmitat-oxidacié
novekedését (46+4 és 67+2) csokkent laktat-oxidacio (303 és 14+1) és csokkent
piruvat-oxidacié (8+2 és 3+1) kisérte (p<0,05 vs. 0 mM). Mig magasabb glikézamin
koncentraciok érdemben nem befolyasoltak a szubsztrat-felhasznalast, az UDP-
GIcNAc- és O-GIcNAc-szintek tovabbi emelkedést mutattak. A legnagyobb (2-szeres)
novekedést 1 mM glukézamin mellett lattuk, amit az 5,0 és 10,0 mM gluk6zamin
koncentracok mar nem fokoztak tovabb. A glikéz oxidacidja nem valtozott a
glikézamin-perfuziok hatasara egyik koncentraciénal sem (NS vs. 0 mM). A laktat-
oxidacioban észlelt 2-szeres csOkkenésnek megfeleléen az exogén laktatfelvétel
mértéke hozzavetblegesen a felére csokkent 0,1 mM glikdézamin koncentracional
(p<0,05 vs. 0 mM), mig 0,1 mM glikézamin nem volt hatassal a glikolitikus laktat-
kibocsatas mértékére.

(i) Glikézamin a szivben nem befolyasolta sem az AMPK, sem az ACC
foszforilacidjat, még 0,1 mM glikézamin esetén sem, ahol a palmitat-oxidacio
fokozddasat lattuk. Ezzel szemben glikézamin (0,1, 1,0, 5,0 és 10,0 mM) dézisfiggd
maddon ndvelte a membran asszocialt FAT/CD36 szintjét (p<0,05 vs. 0 mM).

(iii) A FAT/CD36 fehérjét immunprecipitaltuk olyan patkanyszivek teljes szoveti és
membranfrakcios lizatumaiban, ahol az O-GlcNAcilaciot kozel 3-szorosara ndveltik
glikézamin és NBt (OGA-gatld) egylttes adasaval 60 perces normoxias perfuzio
soran. Nemcsak a FAT/CD36 fehérje O-GIcNAc-médosulasat talaltuk, ami kiléndsen

a membranfrakciéban volt nyilvanvald, hanem annak OGT-vel valé asszociacidjat is.

3.2. (i) Az autonom score korrelaciot mutatott a T2DM-tartammal (r=0,270, p<0,05). A

vibracios kuszobérték forditott dsszeflggést mutatott a fruktézamin szintjével (r= -
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0,317, p<0,05) és az autondm score-val (r= -0,195, p<0,05), viszont a hemoglobin A
vel (r=-0,179, p=0,172), vagy a T2DM-tartammal (r= -0,027, p=0,330) nem korrelalt.

A PF-PPS infuzidkat a betegek jél toleraltak, karos mellékhatast vagy infuzios
szovédményt nem észleltink. A PF-PPS-kezelés csokentette az autondm score-t a
Verum csoportban (3,810,2 és 2,8+0,2; p<0,001). A PF-PPS utan jelentésen csdkkent
azoknak a betegeknek a szama, akik terapia el6tt enyhe (n=36), mérsékelt (n=37),
vagy kifejezett (n=3) karosodast mutattak, és az autoném score normalizalédott
(karosodas nélklli kategdéria) 20 beteg esetén (p<0,001). A PF-PPS javitotta a
mélylégzési hanyadost a Verum csoportban (13,9£1,5 és 18,2+1,7; p<0,001). Azoknak
a betegeknek a szama, akik terapia el6tt kéros mélylégzési tesztet mutattak (n=47)
jelentésen (23,3%-kal) csdékkent a PF-PPS-infuziok utan (n=29) (p<0,001). A PF-PPS
novelte a diasztolés vérnyomas-emelkedést a handgrip teszt soran a Verum
csoportban (101 és 1411 (Hgmm); p<0,001). Azoknak a betegeknek a szama,
akiknek terapia el6tt kéros volt a handgrip tesztre adott valaszuk (n=48) jelentésen
(29,9%-kal) csokkent a PF-PPS infuziok utan (n=25) (p<0,001). A PF-PPS-kezelés
nem befolyasolta az egyéb standard reflex-teszt (Valsalva, 30/15 hanyados,
poszturalis vérnyomas-esés) eredményét. A Placebo csoportban al-infuzidkat
kévetben nem volt valtozas egyik autoném teszt eredményében sem. A
betegcsoportokban nem volt kilénbség a koros reflexeket mutaté betegek aranyaban
infuziok adasa el6tt [(Verum/Placebo) mélylégzési hanyados: 47/9; Valsalva
hanyados: 5/1; 30/15 hanyados: 1/0; poszturalis hypotenzio: 9/3; handgrip teszt: 48/4].
Szintén nem volt kilénbség az infuzidk elétti (pE) és utani (pU) mélylégzési hanyados
(pE=0,543; pU=0,063), Valsalva hanyados (pE=0,805; pU=0,227), 30/15 hanyados
(pE=0,339; pU=0,718), poszturalis hypotenzié (pE=0,199; pU=0,052), diasztolés
vérnyomas-emelkedés (pE=0,227; pU=0,087) értékeiben a két betegcsoport kdzott.
Amig az infuzidk el6tti autondm score értékben nem volt kildnbség a Verum és
Placebo csoportok kozott (3,8+0,2 és 3,9+0,5; pE=0,673), addig infuzidok utan az
alacsonyabb volt a Verum csoportban (2,8+0,2 és 4,5+0,5; pU<0,001 vs. Placebo).

A PF-PPS ndvelte a vibraciés kliszobértéket a Verum csoportban (10,5+0,4 és
11,94£0,4; p<0,001), mig a Placebo csoportban nem valtozott (11,6+£1,2 és 10,7%1,2)
al-infuzidk utan. A betegcsoportok k6zoétt nem volt killénbség sem a kiindulasi, sem az
infuzidk utani, egyik als6 végtagon mért értékekben sem (jobb: pE=0,157, pU=0,571;
bal: pE=0,272, pU=0,671).
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(i) A betegek tébbsége normalbuminuriasnak bizonyult a Verum (n=47; 70%) és a
Placebo csoportban (n=9; 82%) is. Az ACR (mg/mM) értéke nem valtozott a PF-PPS-
infuziok utan a Verum csoportban (3,5+1,4 és 4,3+1,3; p=0,364), sem a Placebo
csoportban az al-infuziok utan (6,39+4,71 és 9,3418,22; p=0,436). A betegcsoportok
ACR értékei nem kulonbdztek az infuziok elétt (pE=0,449) vagy utan (pU=0,278).

3.3. (i) Vizsgalati csoportok kozott (DM, DM+CKD, CKD, és KONTR) nem volt
kilénbség az EPO szintjében, nemben, életkorban, lipidekben, vérnyomasértékekben.
Nem volt kiilénbség a vesefunkcié-romlas mértékében a DM+CKD és CKD csoportok
kozott (kreatinin: p=0,795; GFR: p=0,820), illetve a szénhidrat-haztartasban a DM és
DM+CKD csoportok kozoétt (fruktdzamin: p=0,797; hemoglobin A4 p=0,298). A T2DM
idétartama hosszabb volt a DM+CKD csoportban a DM csoporthoz képest (2013 és
1342 év, p<0,05). Az ACE-I-kezelések aranya nem tért el a beteg-csoportokban.
Azonos szérum-EPO-szintek mellett, a hematocrit- és hemoglobin-értékek
alacsonyabbak voltak a DM, DM+CKD, és CKD csoportokban (p<0,05 vs. KONTR). A
DM+CKD betegekben talaltuk a legalacsonyabb hematocrit- és hemoglobin-értékeket,
amelyek szignifikansan alacsonyabbak voltak a szénhidrat-haztartasban illesztett DM
betegekhez képest (p<0,05), és az azonos vese-karosodassal bir6 DM+CKD
betegekhez képest is (p<0,05). A voOrdsvértest-tulajdonsagok normal tartomanyban
voltak és nem kulunboztek a csoportokban. Korrelaciés elemzésekkel egyik
csoportban sem talaltunk Osszefliggést az EPO-szintek és a hematocrit [DM:
R?*=0,025, p=0,575; DM+CKD: R?=0,106, p=0,236; CKD: R*=0,000, p=0,949], illetve a
hemoglobin k&ézétt [DM: R2=0,000, p=0,956; DM+CKD: R2=0,100, p=0,316; CKD:
R?=0,000, p=0,960]. A korrekciok soran (kor, kreatinin, hemoglobin A;., fruktézamin,
szérum glukoz, total és HDL-koleszterin, vérnyomas valtozokat vizsgalva) csak a DM
csoportban talaltunk 6sszefliggést az EPO-szintek és a hematocrit kézoétt BMI-re
(R?=0,410, p<0,05) és trigliceridre (R?=0,285, p<0,05) tértént korrekciok utan.
(i) Alacsony szérum EPO-ju anaemias betegekben a nagy-dézisban adott ASA
59%-kal névelte az EPO szintjét (7,7115,41 és 12,26+8,73), 33%-kal a reticulocyta-
szamot (4212 és 56+16), 14%-kal a reticulocyta-aranyt (0,81+£0,49 és 0,92+0,68),
7%-kal a vorosvértest-szamot (3,75+0,26 és 4,01+0,29), 6%-kal a hemoglobint
(111,1+7,6 és 118,3+8,6) és 8%-kal a hematocritot (33,0+2,6 és 35,8+2,6) (p<0,01).
Az ASA ugyanakkor 12%-kal csOkentette az LDH-t (319136 és 280+35; p<0,01).
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MEGBESZELES

1. (i) Kimutattuk, hogy a rovid idejl cigarettafust-kezelés endotélsejtekben ndveli az
eNOS foszforilacios mdédosulasat és annak gatld iranyba térténé eltolédasat okozza,
tovabba fokozza a Kkatalitikusan aktiv dimer eNOS szétesését. Eredményeink
alatamasztjak azt a tényt, hogy a cigarettaflist csdkkent eNOS aktivitashoz, ezaltal az
NO csokkent bioldgiai hozzaférhetéségehez vezet, amely fontos tényezd a makro- és
mikrovaszkularis betegségek progresszidjaban. A CFP ndvelte az eNOS-foszforilaciot
mind a serkent6 Ser(1177)-, mind a gatlé Thr(495)-helyen. Ez ellentmond annak a
szemléletnek, amely szerint ezeken a reziduumokon egyid8ben reciprok jellegi
foszforilacié-defoszforilacio zajlik. Masrészt elképzelhet6, hogy cigarettafiist hatasara
egymastol figgetlen ’upstream’ szabdlyozd tényezdk aktivaldédnak és vezetnek
egyidejlileg mindkét eNOS-oldallanc megndvekedett foszforilaciéjahoz.

(i) Kimutattuk, hogy GSH (potens szabadgydk- és aldehid-fogd antioxidans) kivédi
az eNOS cigerattafiist indukalta inaktivald6 moédosulasait, megelézvén egyrészt annak
allapotu, féként szuperoxid-gyokét termelé monomer formava. Ezaltal a GSH
jotékonynak tlinik az eNOS-aktivitas és NO-termel6dés megérzésében, feltehetéen az
aldehideket semlegesité hatasa réven, melyek kaldndsen nagy mennyiségben (féként
a formaldehid) vannak jelen a CFP-ben (Mazak és mtsai.). A CFP kivaltotta oxidans
stressz eNOS-foszforilacidkra gyakorolt hatasaban felvet6dik tovabba az aldehidek
kozvetitd szerepe, és az is, hogy a homodimer eNOS konzervalasaban fontos tényezé
az eNOS-tiolcsoportok oxidativ karosodasanak kivédése.

(iii) Szamos proteinkinaz szerepe (6l ismert az eNOS-aktivitas kulonbozé
hatasokra bekovetkezé szabalyozasaban. Példaul fizioldgias korilmények kozott
(nyiréerék, bradykinin) a PKB/Akt és a PKA is képes az eNOS-t aktivalni Ser(1177)-
foszforilacidval, igy az NO-termelést fokozni. A CFP koncentracié- és idéfliggéen
okozta a PKB/Akt inaktivaciojat, tovabba CFP hatasara a P-Ser(473)-Akt és a P-
Ser(1177)-eNOS szintjének ellentétes valtozasat lattuk, és az utdbbi tovabbi
ndvekedést mutatott szelektiv P13-K-inhibitor kezelés soran. igy megallapithatd, hogy
PI13-K/PKB/Akt jelatviteli ut nem lehet felelés a CFP hatasara létrejott Ser(1177)-
foszforilacidért. Szelektiv PKA-inhibitor (H-89) nem befolyasolta a CFP hatasara
bekovetkez6 eNOS-foszforilaciét egyik oldallancon sem, igy a CFP eNOS-

foszforilacidra gyakorolt hatasa szintén fliggetlennek bizonyult a PKA jelatviteli uttél.

17



(iv) A PKC jelatviteli ut, amely szertedgazo cellularis hatasok kozvetitésében vesz
részt, szintén szerepet jatszik az eNOS-aktivitas szabalyozdsaban a Thr(495)-
foszforilacié fenntartasaval, melyet ezidaig csak nem-stimulalt endotélsejtekben
mutattak ki. A PKC, kilondsen a PKCRII altipus aktivaciéjanak szerepet tulajdonitanak
a diabetes vaszkularis-endotelialis diszfunkciét el6idézb hatasanak medialasaban, mig
ruboxistaurin (PKCRII-inhibitor) megelézte ezeknek a szov6dményeknek a kialakulasat
és megbrizte az endotél-fliggd vazodilataciét. A PKC-ut gatlasaval (Ro-318425) azt
talaltuk, hogy jelentésen csokkent a CFP hatdsara megndvekedett Thr(495)-
foszforilacid és ruboxistaurin, hasonléan a szelektiv PKC-inhibitor hatasahoz,
koncentraciofliggd modon csdkkentette a P-Thr(495)-eNOS szintjét. EImondhatd, hogy
a PKC-, azon belill is a PKCBIl-aktivacionak kulcsszerepe lehet a cigarettafiist
hatasara létrejové eNOS-foszforilaciok kozvetitésében, valdszinlibb, hogy a gatlo
Thr(495)-foszforilacié fokozasan, mint a serkentd Ser(1177)-foszforilacid novelésén
keresztil. A PKCRII gatlasa ruboxistaurinnal igéretes stratégianak tlinik a cigarettafist

okozta karos hatasok kivédésében.

2. (i) Kimutattuk, hogy a NAG-tiazolinok, melyek nagyobb szelektivitasu OGA-gatlok,
mint a PUGNACc, szintén védohatasltak az izolalt sziv I/R karosodasaval szemben.
Reperfuzido soran javitottak a sziv teljesitményét, csokkentették pro-arritmias
aktivitasat és a szoveti karosodast. A NAG-tiazolinok dézisfiggé modon novelték a
szivben az O-GIcNAc szintjét és a protekci6 mértéke aranyban allt a szerek O-
GIcNAc-szintet fokozé hatasaval (NAe > NBt azonos koncentracioknal). A szivfunkciok
javulasa és a szoveti karosodas csokkenése nem a bioenergetikai allapot javulasanak
vagy a HBP fokozédasanak a kdvetkeztében jott létre, mivel a NAG-tiazolinok nem
befolyasoltdak az ATP- és UDP-HexNAc-szinteket. Szignifikans korrelacié az O-
GIcNAc-szintek ndvekedése és a szivteljesitmény javulasa, illetve a szdveti karosodas
csOkkenése koézott szintén arra utal, hogy az OGA-gatldas mértéke szoros
Osszefliggést mutat a protekcio mértékével, igy elmondhatd, hogy a NAG-tiazolinok
kardioprotektiv hatasa a megndvekedett fehérje O-GIcNAcilacion keresztil
érvényesult. Mindezt a reperfuzié ideje alatt torténd alkalmazassal lattuk és mar 5 perc
utan bekovetkezett a szivfunkciok javulasa, aminek potencialisan olyan helyzetekben
lehet klinikai jelentésége, ahol a nagyon korai revaszkularizacios kezelési eljarasok
praktikusak. Az O-GIcNAc fokozasa NAG-tiazolinokkal hasznos kardioprotektiv
stratégianak tlinik, jéllehet esetleges hasznalhatésaguk I/R karosodassal szemben in

vivo még tisztazando.
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(i) Immunhisztokémiaval kimutattuk, hogy normoxias szivekben magasabb O-
GIcNAc-szint  taldlhatdé a kardiomiocitdk sejtmagjaban, hasonléan egyéb
sejttipusokhoz; valamint a citoszolban a Z-vonalaknak megfeleléen, kereszt-csikozott
elrendez6désben. Els6ként demonstraltuk, hogy a Z-vonalbeli fehérjék gazdagok O-
GIcNAc modosulasban; figyelembe véve a Z-fehérjék fontossagat a hemodinamikai és
mechanikai ingerek kdzvetitésében és igy a kardiomiocita-funkciok szabalyozasaban,
a kardioprotektiv hatasokon tulmenéen a fehérje O-GIcNAcilaci®6 még nagyobb
jelentéséggel birhat a szivben. Iszkémia és I/R a sejtmagokon belll az O-GIcNAc
csdkkenését eredményezte annak pontszer(i és perinuklearis halmozddasa mellett,
tehat az iszkémia és I/R okozta hatasok egyik kévetkezménye a citoszolban és
sejtmagban talalhaté kardialis O-GIcNAc-szintek redisztribucioja. Mig az OGA-gatlas
megakadalyozta az I/R soran bekodvetkezd O-GIcNAc-vesztést és a szerkezetbeli
karosodast (szétroncsolt myofibrillaris és kereszt-csikozott O-GIcNAc struktura), addig
az iszkémia és I/R indukalta nuklearis O-GIcNAcilacié csékkenésére (i.e. O-GIcNAc
negativ sejtmagok) nem volt hatassal. Immunblot vizsgalatok szintén azt mutattak,
hogy az NBt- és a NAe-szivekben a sejtmag O-GIcNAc szintjének emelkedése
elmaradt a citoszol szintjéhez képest, ami persze azt is tlikrozheti, hogy az OGA
tulnyomorészt (~90%) a citoszolban lokalizalodik.

(iii)  Kimutattuk az O-GIcNAc co-lokalizacidjat két Z-vonal asszocialt citoszkeletalis
fehérjével, desminnel és vinculinnal. Kimutattuk, hogy az OGA-gatlas kivédte az I/R
NAe nagyban megakadalyozta a desmin szintjének csokkenését teljes és féként a
membranfrakcids szivlizatumokban. A desminnek fontos szerepe van a szerkezeti
egység és kontraktilitds megdbrzésében, ily mdédon reperfuzié soran az OGA-gatlok
desmin megbrzésére kifejtett hatdsa hozzajarulhat a szivfunkciok javulasahoz és a
szOveti karosodas csokkenéséhez. Mig korabbi vizsgalatokban leirtak a vinculin
csOkkenését és/vagy megvaltozott szubcellularis lokalizaciojat I/R soran, addig a
vinculin  szintjében nem taldltunk valtozast, csak néhany aprobb eltérést a
fluoreszcenciajaban (diszlokalt Z-vonalak, nagyobb intenzitds az interkalalt
lemezekben), és a Z-vonalakhoz és az interkalalt lemezekhez valo viszonya is relative
sértetlen maradt. Ezzel szemben azt taldltuk, hogy az OGA-gatlas mérsékelte a
vinculin I/R soran megnoévekedett Tyr(822) foszforilaciéjat. A vinculin foszforilacidjanak
fiziologias kovetkezményeirdl a szivben keveset tudunk. A fokalis adhézidés komplexek

és az interakcios fehérjék (pl. vinculin) szétesése sulyosbitja a szivizomsejtek I/R
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karosodasat. Elképzelhetd, hogy OGA-gatiék hatasara a vinculin-foszforilacié
csdkkenése I/R soran szerepet jatszthat a fokalis adhéziés komplexek fenntartasaban.
A vinculinrdl sikerllt kimutatnunk, hogy OGT-hez asszocialtan fordul el6 és O-
GIcNAcilalodik. A tovabbiakban tisztazando, hogy a vinculin O-
GIcNAcilacio/foszforilacio-ja miként befolyasolja funkcionalisan a sziv I/R valaszat.

(iv)  Kimutattuk, hogy amig a rdvid, 10 perces iszkémia fokozza az O-GIcNAc
szintjét, addig I/R jelentésen csokkenti az O-GIcNAcilaciot a szivben. Ez ellentétesnek
tinik azzal a nézettel, mely szerint az O-GIcNAc ndvekedése a sejtek endogén,
stressz-aktivalta valaszreakcidja (Zachara és mtsai.). Az I/R soran kialakulo O-
GIcNAc-csokkenés oka nem ismert. Fllop és mtsai. is azt talaltak, hogy iszkémiaval
nétt, reperflzid soran viszont csokkent az O-GIcNAc szintje izolalt szivekben. N6t és
mtsai. hasonlo jelenséget észleltek in vivo kivérzéses shock-ot kovetéen, ahol
Ujraélesztés utan 24 6ra mulva is fennallt a szévetek csdkkent O-GlcNAcilacidja. H,O,-
kezelés kardiomiocitakban ugyancsak az O-GIcNAc csdkkenéséhez vezetett, amit az
OGA-gatld PUGNAC kivédett (Jones és mtsai.). Ezek alapjan feltételezhetd, hogy az
oxidativ stressznek, ami a reperfuzid, reszuszcitacio, vagy H,O.-kezelés velejardja
szerepe lehet a gatolt O-GIcNAcilacio Iétrejottében. Az I/R jelentésen csdkkentette az
aktiv OGT (110 kDa) szintjét teljes szovetlizatumban és az egyes szubcellularis
frakcidkban (sejtmag, mitokondrialis, citoszol), melyek kézil a citoszolfrakcidoban nagy
molekulasulyt OGT-immunreaktiv savokat (150-250 kDa) is lattunk. Az NBt és a NAe
nemcsak az aktiv OGT csdkkenését mérsékelte, hanem a nagy molekulasulyu OGT-k
intenzitasat is csOkkentette, amelyek inaktiv OGT-aggregatumok, vagy -multimerek
lehetnek; azonban nem kizart az OGT poszttranszlaciés modosulasa sem (~140-150
kDa sav alapjan) taldan a ROS okozta karosodasanak kovetkeztében.

Kimutattuk, hogy iszkémia és/vagy I/R valtozast okozott bizonyos célfehérjék ugy,
mint GP, ACO és vinculin O-GIcNAcilaciés médosulasaban és hogy ezen fehérjék O-
GlcNAcilacidja névelhetd volt NAG-tiazolinokkal, azonban pontosan nem tudjuk, hogy
ezek hogyan jarultak hozza a kardioprotekcidohoz. Figyelembe véve, hogy rengeteg
fehérje képes O-GlIcNAcilalodni, nem valészinl, hogy egyetlen fehérije O-GIcNAc
modosulasa lenne felelds az I/R karosodas elleni véddhatas létrejottéert.

A NAG-tiazolinok és az O-GlcNAcilacié fokozédasaval kapcsolatos kardioprotekcio
pontos mechanizmusat nem ismerjik. Az NBt- és NAe-szivekben mar a reperfuzio
kezdetén, 5-10 percen belll javultak a szivfunkciok, ami transzkripciotol eltéré

mechanizmust valdszinisit. A reperflziés karosodas velejaréi a felborult Ca?*-
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haztartas, a fokozott oxidativ stressz és a mitokondrialis diszfunkcid. 1zolalt szivekben
az O-GlcNAc fokozasa csokkentette a Ca?*-paradox okozta Ca?'-tulterhelést és
mérsékelte I/R soran a Ca®*-érzékeny protedzok aktivitasat (Liu és mtsai.). A NAG-
tiazolinok reperfuzié soran kivédték a desmin csékkenését, ami igen érzékeny a Ca?*-
aktivalt proteazokkal szemben, igy lehet, hogy demin proteolysisét gatoltak. Az NBt-
és NAe-szivek csokkent arritmias aktivitasat és az LVDP javulasat eredményezhette a
citoszol és mitokondrialis Ca®*-szintek gyors normalizalédasa. A fokozott O-GIcNAc a
mitokondridlis stabilitas fokozasaval kivédte a kardiomiocitak letalis ROS karosodasat
(Jones és mtsai.). Az NBt kardiomiocitakban csdkkentette az apoptézist és nekrozist
I/R soran, tovabba mérsékelte a H,O, indukalta mitokondrialis membran potencial
csokkenését (Champattanachai és mtsai.). Kimutattuk, hogy az NBt és a NAe kivédte
az aconitaz-aktivitds csOkkenését, melyrél jol ismert, hogy ROS altal érzékenyen
GIcNAc-val és OGT-vel. Osszefoglalva, lehetséges, hogy a NAG-tiazolinok I/R-val
szembeni miokardidlis véd6hatasa csokkent Ca*-tulterhelés és/vagy oxidativ stressz
miatt jon létre. Az oxidativ stressz és az O-GIcNAc kozti 0sszefliggések alapjan
feltételezhetd, hogy az O-GIcNAcilacioé egy olyan redox-érzékeld jelatviteli ut, aminek
Iényeges szerepe van a ROS-ra adott valaszreakcidkban, igy befolyasolni képes a

szivek I/R stressz-el szembeni tolerancigjat is.

3.1. (i) Kimutattuk, hogy a HBP akut (60 min) aktivacioja glikézaminnal, amely
dozisfuggben novelte az izolalt szivek UDP-GIcNAc és O-GIcNAc szintjét, a zsirsav-
oxidacio jelentés ndvekedését és a teljes szénhidrat-felhasznalas egyidejd
csOkkenését eredményezte, hasonléan a diabeteses szivre jellemz6 anyagcsere-
valtozashoz. A csokkent szénhidrat-oxidaciot féként a laktat, és kisebb mértékben a
piruvat csokkent oxidacidja okozta, mig a glukoz oxidacioja nem valtozott. A kardialis
szubsztrat-felhasznalas eziranyu valtozasa megegyezik a hasonld kérilmények kozott
perfundalt ZDF-patkanyszivekben leirtakkal (Wang és mtsai.), ahol a T2DM fellépése
megnovekedett zsirsav- és csokkent szénhidrat-oxidacioval (féleg a laktaté), valamint
a szivkontrakciok zavaraval is tarsult. Vizsgalatunkban karosodott szivfunkciét nem
lattunk feltehet6éen a kezelési id6 rovidsége (60 perc) miatt. Glikdézamin nem
befolyasolta a glikozbdl szarmazd laktat-kiaramlast (glikolizist) azt jelezve, hogy a
glikézamin a szivben nem a glikolizisen és a TCA-kéron keresztll metabolizalodik. A
glikézamin szubsztrat-felhasznalasra kifejtett hatasat viszonylag alacsony (0,1 mM)

koncentracional lattuk, ahol az UDP-GIcNAc- és az O-GIcNAc-szintek emelkedettek
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voltak, ami arra utal hogy a HBP és az O-GIcNAc “turnover’ igen csekély mértéki
valtozasa is fontos lehet a szivmetabolizmus szabalyozasaban. Mig magasabb
glikézamin-szintek (1-10 mM) nem voltak hatassal a szubsztrat-felhasznalasra, addig
az UDP-GIcNAc- és O-GIcNAc-szintek tovabb noévekedtek azt jelezve, hogy a
glikézamin-metabolizmus f6 utvonala a szivben a HBP.

(i) Az adipocytakkal ellentétben (Luo és mtsai.) a gluk6zamin a szivben nem
okozott AMPK- és ACC-aktivaciot, ami magyarazhatna a megnévekedett palmitat-
oxidaciot. Ugyanakkor a kezelések idétartama (tartds-24 6ra és akut-60 perc) és/vagy
szovetspecifikus hatasok (zsir és sziv) befolyasolhatjak az AMPK-aktivaciét. Nem
zarhaté ki, hogy a HBP és az O-GIcNAcilaci6 tartés fokozasa az AMPK—ACC jelatviteli
utat nem aktivalja, aminek meghatarozé szerepe van a sziv energia és metabolikus
homeosztazisaban. Azonban kimutattuk, hogy a glikézamin dézisfiuggéen noévelte a
membran asszocialt FAT/CD36 szintjét, ami a szivben a zsirsav-felvétel ~50-80%-ért
felelés, igy serkent6leg hat a zsirsav-oxidaciora. A glikézamin hatasara
megndvekedett palmitat-oxidacié igy részben a megndvekedett FAT/CD36-szintek
kovetkezménye lehet. A FAT/CD36-szintek emelkedése (maximumat 5-10 mM
glikézamin esetén lattuk) és a palmitat-oxidacié névekedése (maximumat 0,1 mM
glik6zamin esetén lattuk) kozti kaldonbség arra utalhat, hogy a zsirsavak a
nagymertékben térténd sejtbejutaskor féként észterifikaldédnak.

(iiiy A FAT/CD36 expresszidjanak novekedését diabetesben 6sszefliggésbe
hozzak a miokardialis zsirsav-transzport és -oxidacié noévekedésével, illetve a
sarcolemma és intracellularis tarolasi kompartmentek kozti cserefolyamat zavaraval. A
FAT/CD36 fehérje O-GIcNAc-mdodosulasat (féleg a membranfrakcidban) és
asszociaciojat lattuk OGT-vel. Elképzelhetd, hogy a glukézamin hataséara
megndvekedett FAT/CD36 membranszintje a fehérje O-GIcNAc moédosulasanak a
kovetkezménye, talan a FAT/CD36 ‘recycling” mechanizmusanak blokkolasa és annak
sarcolemmalis tulsulyba kerllése révén. A glikézamin miokardialis szubsztrat-
felhasznalasra (palmitat-oxidacié fokozédasa) és ndvekvd membran asszocialt
FAT/CD36-szintekre kifejtett hatasa nagy valdszinliséggel a HBP és az O-
GlIcNAcilacié aktivaciojan keresztlil érvényesllt. Diabetesben ezen anyagcsereutak

tartds aktivacioja hozzajarulhat a diabeteses kardiomiopatia kialakulasahoz.

3.2. (i) Placebo-kontrollalt vizsgalatban igazoltuk, hogy a PF-PPS, két keringésjavitd
és gyulladascsokkentd szer kombinacidja jelentésen javita a CA-N-t és a

vibracioérzést T2DM-es betegekben. Az autoném score alapjan a vizsgalt betegek
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nagyobb hanyada szenvedett CA-N-ban, beleértve a sulyos (53%) és enyhe (40%)
eseteket egyarant. A CA-N 0Osszefliggést mutatott T2DM-tartammal és a csdkkent
vibracidérzéssel, jelezvén, hogy az autondm neuropathia altalanossagban hosszabb
diabetes-tartam utan lép fel, és hogy a CA-N gyakran egyuttesen all fenn egyéb
periférias neuropathiaval. Vizsgalatunkban a CA-N paraszimpatikus (karosodott
ki/belégzési hanyados, 61%) és szimpatikus (koéros handgrip teszt, 62%) funkcié-
karosodast is magaba foglalt, melyek javultak PF-PPS hatasara. A tébbi kardialis
reflex-teszt eredményét nem befolyasolta, valdszinlleg az alacsonyabb aranyban
észlelt koéros voltuk miatt (Valsalva: 7%, 30/15: 1%, orthosztatikus hypotenzio: 12%).
Mindenesetre a PF-PPS infuziok csokentették az autoném score-t és ndvelték az
enyhe CA-N-t mutato illetve a CA-N nélkiili betegek aranyat a Verum csoportban. A
vibracios kuszobérték inverz Osszefliggést mutatott a fruktdozaminnal, jelezvén a
‘rovidebb™ hyperglikémias epizdédok szenzoros idegekre gyakorolt karositd hatasat. A
PF-PPS novelte a vibraciés kiszobértéket, mig a Placebo csoportban valtozas nem
volt. Ezzel egybevagéan a Verum csoportba tartozé betegek tlneteik (féként
zsibbadas, g6 fajdalom) jelentds javulasardl szamoltak be, mig a Placebo betegeknél
azok valtozatlanul fennalltak. Specifikus 6sszefliggést nem igazoltunk, azonban PF-
PPS az elényds keringésjavitd, gyulladascsdkkentd/antioxidans hatasaik révén
jarulhattak hozza a CA-N és a vibraciéérzés javulasahoz. A PF-PPS révidebb (5 napos
i.v.) kurakban torténd rendszeres alkalmazasa a CA-N és a periféridas szenzoros
neuropathia viszonylag olcsé, jol tolerdlhatd kiegészité kezelését képezheti,
elsésorban hospitalizalt diabeteses betegek kérében.

(i) Amig a résztvevl betegek tobbsége CA-N-t (93%) és kisebb hanyada csdkkent
vibracioérzést (35%) mutatott, addig viszonylag nagy aranyban voltak jelen
normalbuminuriasok (72%), valészinlileg a RAS-inhibitor-kezelés magas aranya miatt.
Vizsgalatunkban a PF-PPS nem volt hatassal az albuminuriara, ami ellentétben all
azokkal a korabbi vizsgalatokkal, ahol a PF hatasosan csdkkentette T2DM-es
nephropathias betegek proteinuridjat ACE-l1 és/vagy ARB terapia mellett vagy
onmagaban. Bar, ezekben a tanulmanyokban a PF-t tobbnyire hosszabb ideig és
nagyobb doézisban (400-1200 mg) alkalmaztak és féleg el6rehaladottabb stadiumu
(mikro-, és makroalbuminuria) nephropathias betegekben. Lehet, hogy a PF csak
magasabb tartomanyban képes a proteinuriat csdkkenteni, vagy éppen a kezelési id6

rovidsége (5 nap) és/vagy alacsony ddézisa (100 mg) miatt nem érvényesilt hatasa.
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Multicentrikus, randomizalt, jol-tervezett vizsgalatokban kellene bizonyitani a PF és a

PPS hatékonysagat a diabeteses mikroangiopatia kezelésében.

3.3. (i) Keresztmetszeti vizsgalatunkban kimutattuk, hogy a T2DM és a CKD is EPO-
rezisztenciat okoz alacsonyabb hematocrit- és hemoglobin-értéket eredményezve.
Korrelaciés vizsgalatokban az EPO és a hematocrit-, és a hemoglobin-értékek kozotti
Osszefuggés hianya is igazolta az EPO-rezisztencia jelenlétét T2DM-es és CKD-s
betegekben. Mindkét allapot egyittes fennalltakor (diabeteses nephropathia) nagyobb
mértéki volt az EPO-rezisztencia és a normocyter, nem hiany-eredet( (pl. vas, folsav,
Bi,-vitamin) anaemia mértéke. Ez megfelelhet annak, hogy az anaemia hamarabb
jelentkezik és sulyosabb mértékl diabeteses CKD-ban, mint nem diabeteses eredetii
CKD-ban, igy hozzajarulhat az iszkémias szervkarosodasok magasabb kockazatahoz
is. Szignifikans 6sszefliggés volt az EPO és a hematocrit k6zott T2DM-es betegekben
BMI-re és trigliceridre térént korrekcié utan. A hypertrigliceridémianak és az
obezitasnak, melyek szoros 0Osszefliggést mutatnak az inzulin-rezisztenciaval és a
gyulladasos markerek (CRP, TNF-a) felszaporodasaval szerepe lehet az EPO-
rezisztencia kialakulasaban.

(i) Intervencids vizsgalatban, a gyulladascstkkenté és szabadgyok-fogd ASA
ndvelte az EPO szérumszintjét és javitotta az anaemiat T2DM-es és CKD-s
betegekben, alatdmasztva ezzel a gyulladasos folyamatok és oxidativ stressz szerepét
az EPO hianyanak és/vagy hatastalansaganak el6idézésében. Az ASA rovid idén beldl
(48 dra) novelte az EPO szintjét és a vordsvértestek idéfiggd ndvekedése (7%)
elmaradt a reticulocyta-szam ndvekedésétdl (33%), tovabba az LDH-cstkkenését
(12%) okozta. Az alacsony EPO-szintek miatt kialakulé gyulladasos valaszreakcio, a
neocytolysis, a fiatal, keringd erythrocytak (neocytak) szelektiv pusztulasa révén
okozhatja a vOrosvértestek csokkkenését, mely megndvekedett LDH-aktivitassal jar.
Kovetkezésképpen, az ASA gyulladascsokkentd hatasa és az EPO-szintek akut
novekedése egylttesen a neocytolysis gatlasat (‘neocytosalvation’) ezaltal az
anaemia javulasat eredményezhette. Eredményeink azt is jelzik, hogy a neocytolysis
(az alacsony EPO és a fokozott inflammacio kdvetkeztében) szintén felelés lehet az

anaemia kialakulasaért T2DM-es és CKD-s betegekben.
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A Ph.D. TEZISEI

1)

2)

3)

4)

5)

A cigarettafiist akutan az eNOS poszttranszlaciés médosulasaira kifejtett hatasai révén
endotél-diszfunkciét okoz az endotélsejtekben.

A CFP néveli mind az eNOS gatlé Thr(495)-foszforilaciojat, mind a katalitikusan inaktiv eNOS
monomerek szintjét, amelyek hozzajarulhatnak az NO csokkent bioldgiai elérhetéségéhez.

A GSH kivédi a CFP indukalta inaktivald eNOS-modosulasokat egyrészt megakadalyozva annak
gatlo foszforilacidjat, masrészt az eNOS homodimer formajanak szétesését, ezaltal hozzajarulhat az
eNOS-aktivitas és az NO-termel6dés megbrzéséhez.

A CFP hatasara megnovekedett eNOS-foszforilaciok fiiggetlennek bizonyulnak a PI3-K/Akt Gttdl, mig
a PKC/PKCBII jelatviteli at tlnik felelésnek a gatldé Thr(495)-foszforilacio fokozodasaért. PKCRII
gatlasa igéretes stratégianak tiinik a cigarettafiist okozta karos hatasok kivédésében.

A fehérjék O-GIcNAcilacidjanak a fokozasa NAG-tiazolinokkal hatasos kardioprotektiv
stratégia az izolalt sziv iszkémia-reperfiuzids (I/R) karosodasaval szemben.

Az OGA szelektiv gatlasa reperfuzié soran NAG-tiazolinokkal O-GIcNAc-fliggé modon javitja az
izolalt sziv funkcionalis teljesitményét és csdkkenti a szdveti karosodast.

Reperfuzidés karosodas oxidativ stressz-el tarsulva csokkenti az O-GIcNAc és az OGT szintjét a
szivben és ezek kivédheték NAG-tiazolinokkal.

A sejtmagban és a Z-vonal régidkban talalhatdé miokardidlis fehérjék gazdagok O-GIcNAc
moddosulasban, mig az iszkémia és I/R a szivben a sejtmagban és a citoszolban talalhaté O-GIcNAc-
asszocialt fehérjék atrendez6déséhez vezet.

Az OGA szelektiv gatldasa NAG-tiazolinokkal reperfuzid soran segit megdrizni a miokardium
szerkezeti épségét és O-GIcNAc-fliggé modon csokkenti a Z-vonal fehérjéiben az I/R hatasara
bekdvetkezett eltéréseket.

A hexézamin bioszintézis ut (HBP) és a fehérje O-GIcNAcilacié aktivaciéja egy uj tipusu
mechanizmus a szivmetabolizmus szabalyozasaban.

A HBP és a fehérje O-GIcNAcilacié aktivalasa glikézaminnal az intakt szivben a zsirsav-felhasznalas
ndvekedését és egyidejileg a szénhidrat-oxidacié csotkkenését eredményezi, hasonléan a
diabeteses szivre jellemz6 valtozasokhoz.

A glikézamin hatasara megvaltozott szubsztrat-felhasznalas a szivben nem kapcsolédik az AMPK
vagy ACC aktivacidjahoz.

A zsirsav-oxidacio fokozodasat a membran asszocialt FAT/CD36 szintjének névekedése okozhatja,
amiben a FAT/CD36 fokozott O-GIcNAc médosulasa is szerepet jatszhat.

A kombinacids pentoxifyllin (PF) és pentozan poliszulfat (PPS) infuzés kezelés hatékony
a kardiovaszkularis autoném neuropathia (CA-N) és periférias szenzoros neuropathia
javitasaban 2-es tipusu diabeteses betegekben.

Rovidtavu infuzios kezelés két keringésjavitd és gyulladascsokkenté szer, a PF-PPS kombinaciojaval
javitja a CA-N-t és a vibraciéérzést T2DM-es betegekben.

A PF-PPS ellenben nem befolyasolja az albuminuriat a normal tartomanyban.

Az acetil-szalicilsav (ASA) noveli az EPO szerumszintjét és javitja az anaemiat T2DM-ben
és kronikus vesebetegségben (CKD) szenvedé betegekben.

A T2DM és a CKD is EPO-rezisztenciat okoz és nagyobb az EPO-rezisztencia és az anaemia
mértéke mindkét allapot egylttes fennalltakor diabeteses nephropathiaban.

A gyulladascsokkenté és hydroxil szabadgyok-fogd hatasu ASA-kezelés javitja a T2DM-es és CKD-s
betegek alacsony szérum EPO szintjét és anaemigjat, részben a neocytolysis gatlasan keresztil.
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segitsége és baratsaga nélkil munkaimat nem tudtam volna igy teljesiteni.

Kulén kdszdnetet szeretnék mondani szerzétarsaimnak, akik egyben a bartataim is, Dr. Sue A. Marsh-
nak konstruktiv tanacsaiért, kritikaiért és értékes kdzremikddését munkaim soran, Dr. Fiilop Norbert-
nek, aki megtanitotta nekem a szivperfuziét és otleteivel, alapossagaval nagymértékben hozzajarult
munkaim eredményességéhez, kilon halas vagyok Dr. N6t Laszlé Gergely-nek aki mindig mellettem allt,
és mind maganéleti, mind szakmai téren szamithattam segitségére, tdmogatasara, figyelmére.

Szintén kdszonettel illetem kedves volt kollégaimat Prof. Dr. Richard B. Marchase és Prof. Dr. John. C.
Chatham laborjaban Erica Taylor, Xiaoyuan Zhu, Luyun Zou, Dan Shan, Vorarrat Champattanachai,
Kai He, és Chris Calderon. Mindannyiuknak kész6ném baratsagat és a birminghami évek soran nyujtott
segitséguket.

Ugyancsak kdszonettel tartozom Prof. John C. Chatham-nek, hogy munkamat érdemesnek tartotta arra
és lehet6séget kaptam, hogy kollaboracié keretén belul elismert kutatécsoportok neves vezetdivel és
tagjaival dolgozhassak egyutt. Eziton készondém Prof. Dr. Richard B. Marchase (President of the
Federation of American Societies for Experimental Biology), Prof. Dr. Suzanne Oparil (President of the
American Society of Hypertension), Prof. Dr. Victor Darley-Usmar (President of the Society for Free
Radical Biology and Medicine), Prof. Dr. Christine Des Rosiers (Montreal Heart Institute, Université de
Montréal), Prof. Martin E. Young D.Phil. (Division of Cardiovascular Disease, UAB), Dr. James A.
Mobley (Director of Bioanalytical and Mass Spectrometry Facility, UAB), Prof. Dr. Andrew J. Paterson
(Division of Endocrinology, Diabetes and Metabolism, UAB), Prof. Dr. Roger C. White (Division of
Cardiovascular Disease, UAB) kdz6s munkank soran nyujtott segitségiiket, tovabba Elena Ulasova, Arzu
Onay-Besikci, Bradford G. Hill, Kai Wang és Landon Wilson szerzétarsaimnak.

Kbdszéndm ezenkivil Mindenkinek, Baratoknak, Kollégaknak akik nem keriltek felsorolasra a
fentiekben, de segitettek szakmailag és/vagy maganéletemben.

Végil, de nem utolsésorban kimondhatatlanul halas vagyok Csaladomnak, gondos szeretetik és
tamogatasuk nélkiil egyaltalan nem lettem volna képes megvaldsitani céljaimat és almaimat!
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