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,, Bdrki, aki tudomdnyos kutatdsba fog, nem keriilheti el azt a
meggyozodést, hogy abban, amit mi természettorvénynek
neveziink, valamilyen szellem nyilvdnul meg. Mérhetetleniil
kivdalobb szellem ez, mint az emberi értelem, s az embernek a

maga szerény képességével aldzatot kell érezni elotte.”

Albert Einstein
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OSSZEFOGLALAS

Az O-glikozilacio egy dinamikus, reverzibilis, a sejtek metabolikus dllapotat kozvetito fehérje
poszt-transzldciés moédosulds. Szabdlyozdé szerepe ismert az acetildcidval, metilacidval,
ubikvitindcioval, nitrozilacidval kapcsolatban, de legrészletesebben vizsgalt a foszforilacidval
valé kompeticid. Az utébbi idokben felmeriilt az O-glikozildcié stressz adapticidban illetve

prekondiciondldsban betoltott jelatvivo szerepe is.

Dolgozatom alapjat képez6 munka els6 felében az O-glikozilacié dinamikdjat, tau
foszforildcidval vald kapcsolatit vizsgdltuk akut oxidativ stressz hatdsdra kiilonb6zo
regenerdcids idépontokban humdén neuroblasztéma sejtvonalon (SH-SYS5Y). Western blot
moédszerrel kimutattuk, hogy rovid ideig oxidativ stressznek Kkitett sejtek szintjén az
intracelluldris fehérjék O-glikozildci6janak mértéke hirtelen emelkedett, majd kozel a
kiindulasi szintre tért vissza a regeneracios peridodus végére. Az O-glikozilacié szabdlyozasdban
résztvevd fobb enzimek expresszids szintjénél is hasonld kinetikdt tapasztaltunk. A tau
foszforilacié esetében az O-glikozilacioval ellentétes véltozasokat észleltiink. Eredményeink
azt mutatjak, hogy az O-glikozilacié fontos szerepet jatszik a stressz adaptacidban, valamint a
tau foszforilaciéval val6 kapcsolatinak ismerete hozzdjarulhat az Alzheimer kor

patofizolégidjanak pontosabb megértéséhez.

A munka masodik felében az O-glikozilacié valtozasat vizsgaltuk egyszeri fizikai aktivitdson
részt vett onkéntesek vérmintdibdl izoldlt fehérvérsejteken. Kisérleteink sordn nem csak az
Osszfehérvérsejtek, hanem az azt alkotd alpopulaciok O-glikozilaltsdgi dllapotdra is kivancsiak
voltunk, amelyeket dramldsi citometria segitségével vizsgdltunk meg. Eredményeink azt
mutattdk, hogy fizikai aktivitds hatdsara az 0sszfehérvérsejtekben szignifikdns O-glikozilacids
véltozas figyelhetd meg a nyugalmi periddusban gyiijtott mintdkhoz képest. Fehérvérse;jt
alpopulécidk szintjén fOként a limfocitik és monocitik csoportjdban volt kifejezett az O-
glikozilaciés valtozas. Bar ennek a komplex funkcidonak a megértése tovabbi vizsgilatokat
igényel, a mechanizmus ismeretétdl fiiggetleniil az O-glikozilacié mérése human mintdkban
hasznos kiegészitdje lehet a laboratériumi diagnosztikdnak; példaul alkalmas lehet sportolok

fizikai allapotfelmérésére, metabolikus szindroméas betegek sziirésére.



I. BEVEZETES

I.1. A STRESSZVALASZ ALTALANOS JELLEMZOI

A stressz fogalmdnak bevezetése Selye Janos nevéhez fiizodik. Ertelmezésében a stressz az a
nem specifikus vdlasz, mely a szervezet egészét érintd alkalmazkoddsi folyamatot képes
elinditani, ezdltal 0sztonozve, hogy a kihivdsokra, ingerekre reagdljon [1]. A stresszorok
hatdsara bekovetkez0 testi reakcidkat dltalanos adapticiés szindrémanak nevezte el, és harom
f6 szakaszra kiilonitette. A vészreakcioban a szervezet felkésziil a fokozott alkalmazkod4sra, ez
az ugynevezett ,harc vagy menekiilés” ideje. Az aktiv ellendllds vagy adaptdcio fdazisaban a
szervezet tovabbi energiatartalékokat mozgosit, mely hosszabb-rovidebb ideig a szervezet
igényeit a stresszorral szemben még képes kielégiteni. A stresszor tartés fenndlldsa esetén
kovetkezik a kimeriilési fdzis, amikor a tartalékok kimeriilnek, a szervezet ellendll képessége

lecsokken, rohamos hanyatlas all be [2].

I.1.1. Cellularis stresszvalasz

A stressz fogalma a sejtek szintjén is értelmezhetd. A sejtek az Oket ért véltozasok hatdsira
megprobdljak belsé kornyezetiiket egy sziik tartomdnyon beliil tartani. Ezt a dinamikus
egyenstlyt nevezziik intracelluldris homeosztazisnak, amely vélaszként stabilizdlja a sejtek
belso kornyezetét a megvaltozott kiils6 kornyezettel szemben [3]. Ez a fiziol6giai homeosztazis
konnyen veszélybe keriilhet, ha a sejtet olyan stresszhatdsok érik, mint példaul UV sugdarzas,
hoésokk, oxidativ stressz, mérgezd anyagok, ozmotikus sokk, extracellularis ligandok [3,4]. A
kiilonb6z6 mikrokornyezeti stresszorokra adott védekezé mechanizmus a celluldris
stresszvdlasz, ami képes a sejtek aktudlis tolerancia szintjét emelni. A sejttipustdl, a stressz
id6tartamatdl, illetve annak sulyossdgatol fiiggéen a celluldris valasz sokrétii lehet. Ha a
kiiszobértéket a stressz-inger nem haladja meg, a sejt képes a megbomlott egyensulyi
allapotdnak helyredllitdsdra. Amennyiben a kdrosodds egy bizonyos kiiszobértéket meghalad,
elégtelen adapticié eredményeként sejt hipertrdfia, hiperpldzia, atréfia és metaplézia alakul ki,
illetve kiilonboz6 sejtpusztuldsi utvonalak aktivalédnak: apoptdzis, nekrdzis és autofigia [3,5].

Az elégtelen adapticid esetében illetve a sejtpusztulds eldidézésében mitogén-aktivalt protein



kinaz (MAPK) kaszkddok: a JNK (c-Jun N-termindlis kindz) és a p38-it jatszanak szerepet
[6,7], amelyek ugyanakkor nagy jelentdséggel birnak szamos betegség kialakuldsdban is, mint
az iszkémia, ateroszkler6zis, neurodegenerativ elvéltozasok és tumorok.

A kiilonbo6z6 stressz-ingerek (virusok, baktériumok, sugarzas, kornyezeti toxinok) kiilénb6zd
sejt-véd6 mechanizmusokat indukdlhatnak, amelyek képesek a sejtek homeosztdzisanak
visszaallitasara. Ezek a cellularis stresszvalaszok lehetnek: oxidativ stresszvalasz,
hoésokkvalasz, sériilt fehérjevalasz (unfolded protein response, UPR) és DNS karosodasi vélasz

(1.4bra) [5].

‘ Oxidativ stressz
ROS/RNS endogén forrasa:

= NADPH oxidaz (Nox)

= Mitokondrialis

elektrontranszportlanc
(ETC)
Hosoklvalasz DNS karosodasi valasz
HSFs
Hsp110
Hsp90 —— Stresszor ———» | ATM — p53, Chk2
ATR — Chk1
Hsp70
Hsp60 DNA-PK
Hsp40 (Ku70*Ku80/DNS-PKcs
Hsp27, Hsp22

Sériilt fehérjevalasz

Grp78

PERK—> ATF4 — CHOP, Gadd34
ATF6 — XBP-1

IRE-1—> sXBP-1

1. abra. Celluldris stresszvdlaszok és fobb stresszfehérjéi. (Modositott dbra)
(Kép forrasa: Muralidharan S, Mandrekar P (2013) J Leukoc Biol. 94(6): 1167-1184)

A megbomlott egyensily, mely a reaktiv oxigén/nitrogén szarmazékok (ROS/RNS) tilzott
emelkedésének €s az antioxidansok csokkenésének eredménye, oxidativ stresszt eredményez.
Az endogén oxidaldszerek kiilonbdzd anyagceseretermékek metabolitjai vagy melléktermékei,
melyek a mitokondriumokban zajlé aerob anyagcserébdl vagy a ciklooxigendz, a nikotinamid-
adenin-dinukleotid-foszfat (NADPH) és xantin-oxiddz éltal kozvetitett reakcidkbdl képzddnek.
Az endogén ROS képzddése foként két sejtorganellumban torténik: az endoplazmatikus
retikulumban (ER) és a mitokondriumban. Az ER-ben a diszulfid kotések oxidativ atalakuldsa

a fehérje Osszehajtogatds (folding) soran ROS felhalmozédashoz vezethet. A legfontosabb



endogén ROS forrds azonban a mitokondrium, ahol intenziv aerob metabolizmus zajlik,
ugyanakkor itt redukdlédik az elektrontranszportldnc végén 1évé molekuldris oxigén is
szuperoxidionnd [5,8]. Exogén tényezOk is képesek ROS-t eldidézni; kémiai dgensek koziil
féként a hidrogén-peroxid, fizikai faktorok esetében az UV sugarzas rendelkezik ilyen hatdssal.
A felhalmozodott oxidaloszerekkel szemben a sejtek az oxidativ stressz kivédésére antioxidans
fehérjék fokozottabb termelésével valaszolnak [9], azonban javithatatlan karosodds esetén
kaszpdzok altal kdzvetitett apoptdzist indukalhatnak.

Az oxidativ stressz, a nehézfém mérgezés, hohatds, fertézések hdsokkfehérjéket (HSP)
aktivdlva hdésokkvélaszt eredményeznek. Ezeknek a stressz-ingereknek egyik {6 celluldris
kovetkezménye a fehérje karosodas, mely a denaturdlddott fehérjék aggregalédasahoz vezet. A
hosokkfehérjék az eukarita sejtek citoplazmdjdban, nukleoluszaban, ER-ben és
mitokondriumaiban expresszdlédnak. Olyan ATP-fiiggd molekuléris chaperone fehérjék,
amelyek képesek a fehérje denaturdlodast megakaddlyozni és ezéltal csokkentik a fehérje
aggregacio mértékét [10].

Az ER a stresszvilasz kialakuldsa szempontjabol egy fontos sejt kompartmentum, ahol a
szekretélt, membranhoz kotott, sejtorganellum-specifikus fehérjék transzlaciés modosulésa,
foldingja torténik. Stressz-ingerek, mint a tdpanyaghidny, hipoxia, vagy virusfert6zés,
megzavarhatjak a folding folyamatot, ami hidnyos vagy sériilt fehérjék keletkezéséhez vezethet,
ezdltal UPR-t eredményezve [11,12]. Emldssejtekben az UPR-t harom stresszérzékeld, az
inozitol-fiiggd enzim 1 (IRE1), az aktivalo transzkripcids faktor 6 (ATF6) és a protein kindz R
(PKR)-szerli ER kindz (PERK) kozvetiti, amelyek érzékelik a fehérje folding koriilményeit és
a megfeleld jeleket az UPR célgének felé tovabbitjdk. Amennyiben az ER stressz krénikus
és/vagy igen kiterjedt mértéki, uigy az UPR programozott sejthalalt is indukélhat [12].

A DNS kérosodasi valaszt (DNA Damage Response, DDR), ami egy szintén stressz altal
kozvetitett ut, a kornyezeti genotoxikus és kémiai anyagok okozta DNS 1ézidk aktivéljak. A
DDR {6 szabdlyozo6i a primér transzdukcios fehérjék, mint az ataxia teleangiektdzia mutélt
fehérje (ATM), az ATM fehérjével rokon (ATR, ataxia teleangiektdzia és Rad-3- fehérje)
fehérje komplexum és a DNS-fiiggd protein kindz (DNS-PK), amelyek a foszfatidil-inozitol-3
kinazok (PI3K) csalddjaba tartoznak [12]. Mindegyik fehérje kiillonboz6 DNS-karosodds miatt

aktivalodik, és specifikus jelatviteli utakat stimuldl [13].

Ezek az intracelluldris adaptdcidés mechanizmusok, a receptor kotddésen 4t a jelatviteli és gén
transzkripcids folyamatokon keresztiil egészen a fehérjeszintézisig, [4] hozzdjarulnak a sejtek

tuléloképességéhez a sejtciklus szabdlyozdsdval, funkciondlis fehérjék javitdsdval és/vagy



stabilizalasaval, sériilt molekuldk eltavolitasdval, a tarolt energiatartalékok mozgdsitasaval,
valamint a metabolikus dtvonalak mddositasaval [5,14,15]. Ezekben a mechanizmusokban a
celluléris fehérjék szabalyozdsa tobb szinten is végbemegy, megvaltoztatva igy a fehérje-
degradaciot (kaszpdzok aktivaldsa) €s szintézist (transzkripcié véltozds, UPR) illetve a

fehérjefunkciét [11,16,17].

1.1.2. Prekondicionalas

A sejtek tuléloképessége a tolerancia fokozdsdval novelhetd, ezt a fizioldgiai folyamatot
prekondicionalasnak is nevezziik. A prekondicionélés egyfajta stressz-edzésnek is megfelelhet,
amikor alacsonyabb ddzisban, ugyanazzal a stresszorral szemben alakul ki a tolerancia, illetve
kereszttolerancidnak, ha egy adott stresszel szembeni el6kondiciondlds eredményeként mas
stressz-ingerekkel szemben is ellendllobba vélik a sejt. Ennek a folyamatnak az alapja a
stresszvdlasz nem specifikus tulajdonsdga, ugyanis a kiilénbozé stresszhatdsok
stresszfehérjéket indukalhatnak/aktivdlhatnak. Ezek a stresszfehérjék képesek a kiilonbozo
eukariota sejteket a hdmérsékleti és pH véltozasokkal, ionizdl6 sugédrzassal valamint kémiai
behatdsokkal ~szemben prekondiciondlni. Igy a stresszfehérjék dltaldnos sejtvédd
tulajdonsdguknak (fehérje-, DNS védelem, szabadgyok fogds) kodszonhetden ellenallobbi

teszik a sejteket a stresszorokkal szemben [3].

Az egyik legtobbet tanulmidnyozott prekondiciondldsi mechanizmus az iszkémads
prekondiciondlds, ami egy veszélytelen, rovid ideig tartd, az egyes szervek vagy szovetek
vérellatasanak felfiiggesztésével jar6 folyamat, amelyet egy szintén rovid ideig tarté reperfiizios
idészak kovet megeldzve az iszkémids reperfiizos karosodds eldidézését [18]. A iszkémids
prekondicionalasnak foként a miokardidlis, agyi és rendlis iszkémids sériilés elleni
védekezésben van jelentds szerepe [19-21]. Két formdja ismert: a lokdlis- illetve tdvoli
iszkémids prekondiciondlds. Mindkét esetben szamos endogén molekula jatszik kozre a
jelatviteli folyamatokban, melyek koziil legtobbnek sejtvédd hatdsa van. A tdvoli iszkémids
prekondiciondlds alapjdul harom f6 tdtvonal szolgal: i.) humordlis (adenozin [22], bradikinin
[23], opioid [24], endokannabinoid [25]), ii.) neurogén (adenozin [26], bradikinin [27] és
kalcitonin génnel rokon peptid [28]) valamint iii.) szisztémds titvonal (gyulladds/apoptdzis
[29,30]) [20]. Mind a humorélis, mind a neurogén titvonal képes kiilonb6z6 kindz-kaszkadokat

indukdlni, amelyek gitolva a mitokondridlis permeabilitast, megakadalyozzdk a sejtek halalat.
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Szisztémas utvonalon keresztiill a tdvoli iszkémids prekondiciondlds képes moduldlni az
immunsejtek gén- és receptor expresszidjat, igy a gyulladdsos vdlasz megvéltoztatdsidval képes
csokkenteni a kdrosodds mértékét [31]. Peralta és mtsai (2001) kimutattidk, hogy az iszkémids
prekondiciondlds révén a mdj is ellendllébbad vdlik az iszkémids-reperfizids kirosodassal
szemben. Munkdjukban a mdj prekondiciondldsnak hatdsét tavoli szervekben is vizsgélva arra
a kovetkeztetésre jutottak, hogy a mdjbol torténd szisztémds TNF-a felszabadulds
csokkentésével tavoli szervekben is megakadalyozhaté a gyulladdsos karosodds [30]. Ez a
sejtvédo hatds kozvetleniil az inger alkalmazédsa utidn (korai védelmi ablak) valamint az azt
kovetd napokban vagy hetekben (mdsodik védelmi ablak) is észlelhetd volt [31]. Klinikai
gyakorlatban az iszkémias prekondicionélést 6tperces periédusokra iitemezik, amelyet tperces
reperflzio vélaszt el, kozvetleniil a célszerv iszkémia-reperfizids sériilése eldtt. Az iszkémids
prekondicionaldas hatékonysdga nagyban fiigg az eldkezelt szovetek térfogatatol,
prekondiciondlds iddtartamatol, a reperfiziotdl €s az iszkémids prekondiciondlas és az

iszkémids reperfizid karosodds kozotti eltelt id6tol [20].

A masik 6 prekondicionalasi folyamat a fizikai aktivitds altali prekondiciondlas. A kifejezést
elsdként a szakirodalomban Raddk és mtsai vezették be, utalva a fizikai edzés hatdsira a
szivizomban az oxidativ stresszel szemben kialakult ellendllé képességre [32]. Mint ismert, a
fizikai aktivitds nem csak a sziv- és érrendszert befolyésolja jotékonyan, hanem pozitiv hatdssal
van a mozgdsszervi, 1égiti, endokrin, idegi, humordlis és celluldris immunrendszerre is. A
fizikai aktivitds 4altali prekondicionalds kritikus fontossigi az iszkémids-reperfizid
kovetkeztében fellépd oxidativ stressz és kdrosodds enyhitésében, a gliikdz intolerancia és az
inzulinrezisztencia csokkentésében, 1iziileti atréfia megel6zésében és az Oregedési
folyamatokban is [32-35]. Mar korai tanulményok is lefrtak a mérséklet fizikai aktivitasnak az
immunrendszer miikodésére kifejtett pozitiv hatdsat [36]. Graham és kutatdcsoportja fizikai
prekondiciondlas soran, interleukin-6 (IL-6) és iszkémids reperfuzidé kapcsolatit vizsgilva
egerekben bebizonyitotta, hogy a testmozgas IL-6-on keresztiil kardioprotekciot eredményez
[37]. A megvaltozott immun-medialt valaszok révén, a fizikai edzés egyfajta kiegészito terdpia
is lehet olyan betegségekben, mint a depresszid, szorongds, sziv-, érrendszeri, anyagcsere és
daganatos betegségekben illetve autoimmun kdrfolyamatokban [38]. A mechanizmus, amellyel
a fizikai edzés a velesziiletett és szerzett immunitast befolydsolja még nem tisztazott, de
nagymértékben fiigg a fizikai gyakorlat tipusatol, intenzitasat6l valamint az idGtartamatol.

A fizikai aktivitas altali prekondiciondldst nem csak az immunrendszer esetében, hanem az agyi

infarktus kockézatdnak csokkenésénél valamint a transzplantdlt csontveldi sejtek tulélésével
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kapcsolatban [39] is vizsgaltdk. Ding és mtsai (2004) azt talaltdk, hogy a csokkent agyi
karosodas a fizikai edzés hatdsara fokozottan expresszal6dé neurotrofinnak és angiogenézisnek
tulajdonithaté [40]. A fizikai edzés jotékony hatdsa a csontveldi sejtekre és mikrokdrnyezetiikre
régéta ismert. Bizonyitott, hogy a fizikai aktivitds képes a hemopoetikus sejteket a sugarzdstol
megvédeni illetve ndvelni a hemopoetikus progenitor sejtek szdmat. Ezek az adapticids
folyamatok a mezenchimadlis Ossejtek differencidléddsanak modosuldsai révén valdsulnak meg

[41].

Osszegezve a prekondiciondlds is egyfajta stressz, melyre a sejteknek kiilonbozé védo
mechanizmusokkal reagdlniuk kell. A stresszvdlasz mogott olyan molekuldris folyamatok
zajlanak, mint a mitokondridlis és szabadgyokfogd rendszer elemeinek aktivaldsa, hésokk
fehérjék fokozott expresszidja [42—44]. Bar ez egy elég intenziven tanulmanyozott teriilet, a

folyamatok aktivdldsanak megértése még mindig nem teljesen tisztazott.

12



1.2. POSZT-TRANSZLACIOS MODOSULASOK SZEREPE A
CELLULARIS STRESSZVALASZBAN

A stresszvalasz utvonalakat, ideértve a kanonikus utvonalakat, mint az oxidativ stressz,
hiperozmotikus stressz, DNS karosodas, h6sokk, hipoxia, ER stressz és gyulladasok, k6zos
szerkezeti felépités jellemzi, aminek alkot6i a szenzorok, transzkripcids faktorok valamint
kinaz/foszfataz transzformatorok [45,46]. Ennek a struktirdnak koszonhetéen a sejtes
stresszvalaszokat kiillonb6z6 genomikai, transzkripcids, transzlaciés és poszt-transzlacios
folyamatok aktivéljak és szabdlyozzak.

Ezek koziil a legjobban tanulmédnyozhat6 a transzkripci6 dltal kdzvetitett folyamat, mely sordn
a transzkripciés faktor indukalta stresszgének segitik a sejtek homeosztazisanak visszaallitasat,
valamint a sejtanyagcserét, a proliferdciot és az apoptozist is szabdlyozzdk. A transzkripcids
gén-indukcid a sejt stressz-tliroképességét meghalad6 nagyfoku stresszorral szemben fellépd
egyfajta vélaszreakcid, ugyanakkor onmagiban ez a folyamat egy hirtelen bekovetkezd,
erdteljes adaptidcidhoz nem elegendd, mivel a transzkripcié aktivalasatél az Uj gének
szintéziséig illetve megfeleld fehérje mennyiség eléréséig tobb ora, akar nap is eltelhet [46].
Ezzel szemben a poszt-transzliciés médosulds egy olyan altaldnos adaptativ mechanizmus,
mely transzkripciés aktivitdst nem igényelve szdmos stressz ttvonalon mitkodik. Akut vagy
krénikus, bizonyos kiiszobértéket nem meghalado stresszre adott gyors valasz, mely képes akar
madr a kordbban transzkripci6 sordn keletkezett stresszfehérjéken keresztiil is hatni [46]. Ezek a
poszt-transzlaciés moddosulasok kiilonfélék lehetnek, beleértve a reverzibilis kovalens
moédositasokat (példaul foszforilacid, metilacio, acetilacid, O-glikozilacid, ubikvitinacié és
sumoilacid), alloszterikus vagy nem alloszterikus szabdlyozast (enzim gatldsa végtermék altal)
vagy fizikailag indukdlt fehérje szerkezeti valtozdsokat (példdul magas homérséklet,

mechanikai erok) [47-49].

Osszességében a poszt-transzldciés moédosuldsok reverzibilis vagy irreverzibilis fehérje
szerkezeti, stabilitasi és funkcidvaltozdsokat képesek el6idézni a sejt integritisinak megdrzése

céljabol.
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1.3. O-GLIKOZILACIO A CELLULARIS STRESSZVALASZBAN

1.3.1. O-tipusu fehérje glikozilacio

Az O-tipusi fehérje glikozilacié egy poszt-transzliciés moddosulds, mely eukaridta sejtek,
baktériumok Golgi appardtusaiban megy végbe. A folyamat sordn 1-3 cukoregység kapcsolddik
a fehérjék szerin (Ser), treonin (Thr), hidroxilizin vagy hidroxiprolin aminosavainak
hidroxilcsoportjahoz. A kapcsolédd szénhidratrészekre nem jellemz6 a kozos szerkezet, igy
lehetnek N-acetil-galaktézamin, N-acetil-gliikzamin, fukéz, gliikéz, galakt6z, manndz,
novényekben arabin6z cukoregységek, melyek a polipeptidlancon szintetizalédnak, specifikus
glikoziltranszferazok 4ltal katalizalt hozzdadassal. A glikoproteineknek fontos szerepiik van
fiziol6gids (sejt-sejt, sejt-matrix kapcsolatok, immunvdlasz) és kéros folyamatokban (virus-

fert6z€s, daganatképzddés) egyarant.

Dolgozatom tovédbbi részében az O-glikozilacié alatt azt a dinamikus és reverzibilis poszt-
transzlaciés médosuldst értem, amely sordn a sejtmagban €s citoszolban talalhat6 fehérjék Ser
€s Thr aminosavainak hidroxilcsoportjara egyetlen cukormolekula, az O-f-N-acetilgliik6zamin
kapcsolodik. Napjainkban az egyre javulé technikai feltételeknek koszonhetéen (pl.
tomegspektrometria) tobb, mint 3000 nukledris, citoplazmatikus valamint mitokondridlis
fehérjérol deriilt ki, hogy O-glikozildlt [50]. Ennek az egyszerli poszt-transzldcids
moédosuldsnak azonban jelentds szerepe van fizioldgids és patofizioldgids folyamatokban. A
megvaltozott O-glikozildciés médosulds olyan kiilonb6z6 human kérképek kialakuldsdhoz is
kothetd, mint a kardiovaszkuldris betegségek [51], neurodegenerativ rendellenességek [52,53],
cukorbetegség [54-56] és malignus daganatos megbetegedések [57]. A reakcidt két enzim
katalizdlja: egyik az O-B-N-acetilglikézamin-transzferiz (OGT), mely a cukorcsoport
Mindkét enzim nukledris és citoszolikus elhelyezkedése ismert, azonban az OGT foéként
nukledrisan, mig az OGA domindnsan a citoplazméban taldlhatd. A folyamat szubsztritja, az
uridin-difoszfat-N-acetilglik6zamin (UDP-GIcNAc), mely a hexézamin bioszintézis dtvonal
(HBP) végterméke (2. abra). Ebbe az utvonalba sejttipustdl fiiggden a szervezetbe jutd gliikdz

csupdn 2-5% -a lép be [58].
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2. abra. Hexozamin bioszintézis iitvonala (HBP) és az O-glikozildcio folyamata.

(Sajdt dbra)

Az O-glikozilacié szamos olyan fehérjefunkcion hatva fejti ki hatasat, amelynek kovetkeztében
megvaltozik a DNS kotés és transzaktivacié [59,60], fehérjék kozotti kolcsonhatds és
intracellularis lokalizacié [61], valamint a fehérje lebontds [62]. Kordbbi tanulmanyokbdl jol
ismert szamos transzkripciés faktor O-glikozilacidja, mint példaul a p53, c-myc, nuklearis
faktor kappa B (NF-xB), aktivalt T-sejt nukledris faktor (NFAT), OGT, inzulin receptor
szubsztrat 1 (IRS-1) [63,64]. Becslések alapjin az O-glikozildcio dltal médositott fehérjék tobb
mint 25%-a vesz részt a transzkripcid szabélyozasdban [60], igy nem meglep6 az O-glikozilacié
sokoldald  szerepe, melyet jeldtviteli folyamatokban, sejtciklus szabdlyozisban,
génexpresszidban, glilkéz metabolizmusban valamint a celluldris stresszvalaszokban tolt be

[54,65].
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Az utébbi évek kutatdsi eredményei arra utalnak, hogy az O-glikozilacié a cellularis
stresszvdlasz egyik jelentds komponense, ugyanis O-glikozildcié emelkedést figyeltek meg
szamos szoveti kdrosoddsban illetve olyan celluldris stresszvédlaszban, amit hdstressz [66,67],
oxidativ stressz [68], DNS karosoddsi stressz (doxorubicin, UV sugérzas) [69-71], hipoxia
[72,73], ER stressz (tunikamicin) [74], iszkémia/reperfizio sériilés [75,76] vagy traumds vérzés
[77] okoz. Bizonyitott ugyanakkor, hogy az O-glikozilicié felfiiggesztése a sejtek

pusztuldsdhoz vezet [65].

Az O-glikozilacio képes a fehérjék szabalyozasaban oly médon is részt venni, hogy kdzvetlen
illetve kozvetett mddon befolydsol mds poszt-transzlaciés mddosuldsokat, amelyek szintén
kulcsfontossagu szerepet toltenek be a fehérjék funkcidiban illetve jelatviteli folyamataikban.
Ennek fényében az O-glikozilacié kolcsonhatdsat vizsgdltdk mar acetilacidval, metilacidval,
ubikvitindcioval, nitrozilacidval kapcsolatban is, bar ezek az interakciok még nem teljesen

tisztazottak [64,78,79].

1.3.2. O-glikozilacié és foszforilacié kolcsonhatasa

Az O-glikozilacié leggyakrabban és legrészletesebben vizsgalt kapcsolata a foszforildcidval
valé versengés. Létrejohet kompeticié azonos Ser €s Thr helyekért, ilyenkor az OGT és
foszfatdzok egyiittesen, egy stabil dgynevezett “yin-yang” komplexet alkotnak [80], de
egymdshoz kozeli modositdsi helyeket is befolydsolhatnak (“proximal site effect”) [81]. Ez a
fajta kolcsonhatés az O-glikozilacié és foszforilacié kozott szamos fehérje funkcid szabélyozas
terén megfigyelheté (példdul ismert proto-onkogének, neurofilamentumok, citoszkeletélis
fehérjék esetén) [81,82], ugyanakkor fontos szerepet jatszik a kronikus betegségek, mint a

cukorbetegség, neurodegenerativ betegségek €s a tumor képzddés etioldgidjaban is [83].

A kozelmult eredményei arra utalnak, hogy a neurondlis szovetekben is jelentés mértékii O-
glikozilaciés moédosuléds van jelen [84]. Az agyban 1évd szdmos olyan fehérje érintett, amely
részt vesz a transzkripciéban, neurondlis jelatvitelben €s szinaptikus plaszticitidsban, ilyenek
példaul a CREB18 (ciklikus adenozin monofoszfat (cAMP)-érzékeny valasz elem-koto fehérje)
[85], synGAp19 (szinaptikus guanozin-trifoszfataz aktival6 fehérje) [86], B-amiloid prekurzor
fehérje és tau fehérje [87]. Ezek koziil néhdny fehérjének kritikus szerepe van a
neurodegenerativ betegségek kialakuldsdban. A tau fehérje egy mikrotubulusokhoz kapcsolt,

neuronokban taldlhaté citoszkeletdlis fehérje, mely foszforildlt formdban stabilizdlja a
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mikrotubulusokat. Ismert, hogy a tau fehérje foszforildcidja és O-glikozildcidja kozotti
megbomlott egyenstlyi allapot kovetkeztében hiperfoszforildlt tau fehérjék keletkeznek,
melyek aggregilodva az Alzheimer-koér patofizioldgidjanak fé elemeit, a neurofibrilldris

kotegeket képezik [88-90] (3. abra).
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3. abra. O-glikozildcio és foszforildcid kozotti kolesonhatds. (Mddositott dbra)

(Kép forrdsa: Liu F et al (2009) Brain 132: 1820-1832)

Ennek eredményeként szamos kutatdcsoport vizsgalta az O-glikozilacié és tau foszforilacié
kozotti kapesolatot. Liu és mtsai bizonyitottak, hogy az agyi gliik6z-metabolizmus kdrosodésa
is hozzdjarulhat az Alzheimer-kor kialakuldsdhoz, mivel a csokkent HBP-fluxus a tau fehérjék
csokkent O-glikozilacidjdhoz vezet, ami a tau fehérjék hiperfoszforildciéjat eredményezi [90].

Taupatids egér modellekben kimutattdk tovdabbd hogy akut OGA gatlds révén fokozott O-
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glikozilaciés médosulds kovetkezik be a tau fehérjéken, megakadédlyozva eziltal a tau fehérjék
hiperfoszforildcigjat [91,92]. Graham és mtsai OGA hosszi tava géitldsanak eredményeként
erdteljes tau O-glikozilacids emelkedést, disztr6fids neuronok szaménak csokkenését észlelték
illetve egyfajta védelmet is megfigyeltek a patologids tau fajtdk foszforildciéjdnak
kialakuldsdval szemben, anélkiil hogy a nem patogén tau foszforildcidja valtozna [91]. Liu és
mtsai in vivo és in vitro koriilmények kozott vizsgaltdk az O-glikozildcié szerepét a tau
foszforildcidban. Munkdjukban megallapitottdk, hogy az O-glikozil4cid helyspecifikus médon
szabdlyozza a tau foszforilaciét [93].

Bar ismert, hogy az O-glikozilaciét dinamikus és stimuldlé idegi ingerek indukélhatjak [84], az

O-glikozilacié szabdlyozésa akut stressz sordn neurondlis sejtekben még vitatott.

1.3.3. O-glikozilacio és prekondicionalas kapcsolata

Egyre tobb irodalmi adat igazolja azt a feltételezést, hogy az O-glikozildcidonak jelentOs szerepe
van a celluldris stresszvdlaszban. Azon jeldtviteli mechanizmusok, amelyek O-glikozilaci6
emelkedést eredményeznek, novelik a stresszel szembeni tolerancidt és ezaltal javitjdk a sejtek
talélését. Foként in vitro patkdny szivizomsejteken végzett kisérleti eredmények arra engednek
kovetkeztetni, hogy az O-glikozilacié egyfajta kozvetito is a prekondicionalasi folyamatokban
kardioprotektiv hatdsa révén. Ujsziilott patkany szivizomsejtekben mutattik ki, hogy az
oxidativ stressz és a hipoxia-reoxigenzidcié dtmeneti O-glikozilacié emelkedést okoz, ndvelve
a sejtek életképességét és csokkentve a nekrdzist €s az apoptozist [73,94]. Ugyancsak izolalt
perfundélt patkdny szivben glutamin vagy glilkézamin adésdval eldidézett fokozott HBP
ataramlas az iszkémia kezdete el6tt szignifikdnsan novelte az O-glikozilacidt, javitotta a
szivizom kontraktilitdsat és csokkentette a reperfiziot kovetd szoveti kdrosodast [95,96].
Steven P. Jones és mtsai  kimutattdk, hogy  O-(2-Acetamido-2-deoxi-D-
gliikkopiranozilidenamino) N-fenilkarbamat (PUGNACc) in vivo addsa, mely az OGA inhibitora,
csokkenti az iszkémia-reperftizié hatdsdra kialakulé infarktus mértékét egér szivben [68]. A
pontos mechanizmus, mely magyardaznd az iszkémids prekondiciondlds és emelkedett O-
glikozilacié kozotti kapcsolatot, még vitatott. Osszefiiggéseket taldltak emelkedett O-
glikozilaci6 és fokozott HSP-40 és HSP-70 transzkripci6 kozott, melyek koziil az utébbi fehérje
maga is célpontja az O-glikozildciés mdédosuldsnak [97]. Ugyanakkor bizonyitott, hogy az O-
glikozilacié képes csokkenteni a mitokondridlis permeabilitist a Ca?* tdltelitddés és a ROS

képzddés csokkentése révén [73].
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Az iszkémias prekondiciondlassal ellentétben, a fizikai aktivitas altali prekondicionélds és O-
glikozil4cid kapcsolatat csak korlatozott szamu dllatmodellben tanulményoztdk ellentmondasos
eredményekkel. Hosszd tdvd, rendszeres edzés hatdsait vizsgdlva ragcsdlok sziv- és
izomszoveteiben néhdny kutatécsoport O-glikozilacié csokkenést [98,99], mig mdsok O-
glikozil4cié szint emelkedést talaltak [100,101]. Az akut fizikai aktivitds és O-glikozilaci6
kapcsolatdval ez iddig két tanulmidny foglalkozott. Peternelj és mtsai emelkedett O-
glikozilacids szinteket mutattak ki a patkdny vdzizomban akut edzést kovetden [102]. Ezzel
szemben Medford és kutatécsoportja egerek szivizomszovetében vizsgalva az akut testedzés
hatdsait, arra kovetkeztetésre jutott, hogy 15 perces futdpados edzés utdn az O-glikozilacié

szintje csokkent, mig félords edzés utdn nem tapasztaltak szignifikans valtozast [103].

A rendelkezésre 4116 adatokbdl j6l kitlinik, hogy a fizikai aktivitas dltali prekondiciondlds és O-
glikozilacié kozotti molekularis kapcsolat megértése tovabbi kisérleteket végzését teszi

sziikségessé.
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1.4. O-GLIKOZILACIO ES FIZIKAI AKTIVITAS SZEREPE AZ
IMMUNRENDSZER MUKODESEBEN

Irodalmi adatok sokasdga timasztja ald a glikozilacid relevanciajat a korokozok felismerésében,
gyulladdsos folyamatokban, velesziiletett és szerzett immunvélaszokban és a daganatos
megbetegedésekben [104—107]. A glikozilaciénak kulcsszerepe van a fehérje-antigén
felvételben és a proteolitikus folyamatokban, megvaltoztatva a f6 hisztokompatibiltdsi komplex
(MHC) antigén prezenticidjat és igy a késdbbi immunvdlaszt is. Az MHC-ligandumok
koriilbeliill egyharmada az epitopok poszt-transzliciés modositdsat tartalmazza. Mivel a
fehérjék kozos poszt-transzlaciés modosuldsa a glikozilacid, ezaltal valdsziniisithetd, hogy az
MHC ligandumok 1-5% tartalmazhat glikdnokat. Az elmult években egyre tobb tanulmény
foglalkozott a glikdnok és T-sejt valaszok kozotti kapcsolattal, bebizonyitva, hogy a glikdnok
befolyasolhatjak a T-sejt-vdlaszokat akar az epitdp szerkezetének véltoztatisa révén, akar az
antigén prezentdlé sejtek dltal bemutatott peptid epitdpok profiljanak befolydsoldsdval. A
glikdnok szerepe az antigén és a T-sejtek felismerésében ugyanakkor kiilondsen fontos a sajat
antigének tolerancidjanak indukéldsahoz, ugyanis az epitop megvaltozdsa szimos autoimmun

betegséghez kapcsoldédhat.[108,109].

Az O-glikozilaci6 a tobbi ,,hagyomanyos™ glikacidval ellentétben nem elsdsorban az antigén
szerkezet kialakitasdban jatszik szerepet - fontosabb az intracellularis folyamatokban betoltott
szabdlyozd szerepe. Az O-glikozilacié immunrendszerben betoltott szerepét foként limfocita
sejtekben vizsgaltdk mar az 1990-es években. Kearse és Hart kimutattdk, hogy a T-sejteket
mitogén hatdsi konkanavalin A, majd forbol 12-mirisztdt 13-acetit (PMA) / ionomicin
kezelésnek aldvetve a nukledris és citoplazmatikus O-glikozilaciés fehérjékben gyors és
atmeneti valtozas kovetkezett be bizonyitva az O-glikozil4dcid szabdlyozé szerepét a T-limfocita
aktivélas korai stidiumaban [110]. Koriilbeliil egy évtizeddel késébb, James és mtsai a NF-xB
transzkripcids faktor atmeneti O-glikozilaciés mddositasat irtdk le [9]. Egy mdsik fontos
limfocita transzkripcids faktorrol, az NFAT-rdl is igazolddott, hogy tartalmaz O-glikozilacids
modositasi helyeket. Ennek a két faktornak az O-glikozilaciés médosuldsa révén valésul meg
T-sejt-receptoron (TCR) keresztiil a T-sejt valamint azon beliil a T-sejt osztodast serkentd
faktor, interleukin-2 (IL-2) és IL-6 aktivaldsa. Igazolddott tovabbd, hogy a NFAT és NF-«xB
nukledris lokalizacidja kulcsfontossdgi a B-sejtek djra-programozisaban valamint a B-sejt

aktivacioban is [111] (4. abra).
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Antigen- )
prezentalo T-sejt
sejt

4. abra. O-glikozildcios médosulds modellje a limfocita aktivdlds sordn. (Mdodositott dbra)
(Kép forrasa: Alexander Golks A, Guerini D (2008) EMBO Reports. 9(8): 748-753)

Citokinek 4ltali stimuldcié kiilonbdzé anyagcsere folyamatok véltozdsat eredményezve
valdszintileg a HBP-be belép6 cukor mennyiségét is érinti. Emelkedett UDP-GIcNAc a fehérjék
O-glikozilaciés mddosulasdhoz vezet, mely a monocitdk és neutrofilek migral6 €s proliferdld

funkcidira van hatassal [112].

A fizikai aktivitds immunrendszerre gyakorolt hatdsa széles korben tanulményozott teriilet.
Egyfajta fizikai stresszként olyan immunvélaszokat okozhat, amelyek a testedzés természetétol,
intenzitasatdl €s tartamatol fiiggéen lehetnek pozitiv (védd), negativ (patoldgids) vagy
immunmoduldlé hatdsdak [113,114]. Mérsékelt intenzitidsud testmozgdsrol bebizonyosodott,
hogy fokozza az immunrendszer mitkodését, csokkenti a felsd 1éguti fert6zés kialakuldsat.
Ezzel szemben a hosszabb ideig végzett megerdltetd testmozgds az immunrendszer
mikddésének dtmeneti depresszidjahoz vezethet [115,116]. Handzlik és mtsai ugyanakkor
kimutattdk, hogy a nagy intenzitdsu testmozgds fokozottabb gyulladdscsokkentd vdlaszreakciot
eredményezhet, mely kedvezdbb hatdssal bir a krénikus gyulladdssal jar6 betegségek
megeldzésében €s kezelésében, példaul sziv- és érrendszeri betegségeknél [117]. A fizikai

aktivitassal szembeni sejtvalasz a természetes 616sejt (NK-sejt) aktivitds, a neutrofil funkci6 és
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a limfocita valasz révén figyelhetd meg [113]. Niemann és mtsai NK sejtek fokozott citotoxikus
aktivitdsat mérték maratoni futéknal mozgéasszegény kontrollcsoporthoz viszonyitva [118]. A
NK sejtekkel ellentétben, ugy tlinik, a testmozgds csokkenti a velesziiletett immunrendszer
egyik 0sszetevdjének, a neutrofil sejteknek mitkodését. Hack és mtsai a neutrofilek fagocitdld
tulajdonsdgainak csokkenését mutattdk ki sportolokban intenziv edzést kovetden [119].
Bizonyitott, hogy ezeknek a hatékony fagocitiknak az elnyomdsa dontd szerepet jatszik a
1égzdszervi megbetegedések kialakuldsaban. A szerzett immunrendszer esetében azonban nem
taldltak egyértelmii Osszefiiggéseket a kozvetlen testmozgas €s a limfocita valasz kozott, annak
ellenére, hogy a T-sejtek mitkodése egy intenziv futds utdn tobb 6ran keresztiil felfiiggesztddik

[120].

Bar jol latszik, hogy szdmos tanulmany foglalkozik az immunrendszer és O-glikozilacié
valamint az immunrendszer és fizikai aktivitas kapcsolataval, arra vonatkozé adatok nincsenek,
ahol az immunrendszer, az O-glikozilacié és a fizikai aktivitds kapcsolatit egységesen

targyalndk.
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II. CELKITUZESEK

A dolgozat célja az O-glikozilacié akut stresszben betdltott szerepének tanulmanyozdsa volt

kétféle modellben.

1. Els6 1épésben human neuroblasztoma sejtvonalon akut stresszként hidrogén-peroxidos

kezelést alkalmazva a kovetkezoket vizsgéltuk:

* Rovid ideig oxidativ stressznek kitett humdn neuroblasztoma sejtekben az O-glikozildcio

dinamikdjdnak kovetése kiilonbozo regenerdcios periodusokban.

* O-glikozildcio és tau foszforildcio kozotti kolcsonhatds vizsgdlata akut stresszt

kovetden.
*  O-glikozildcio folyamatdban szerepet jdtszo fobb enzimek mRNS expresszios szintjének
meghatdrozdsa.
2. Masodik 1épésben rovid ideig tartd fizikai aktivitds és O-glikozilacié hatdsat vizsgaltuk
human vérmintakon. Ennek céljabol a kovetkezo 1épéseket végeztiik:

o Testedzés sordn szignifikdns eltérést mutato biokémiai anyagok detektdldsa.

*  Humdn vérmintdbdl izoldlt fehérvérsejtek O-glikozildcios stdtuszdnak vdltozdsa akut

testedzést kovetoen.

»  Fehérvérsejt alpopuldcick O-glikozildcios modosuldsdanak detektdldsa.
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III. ANYAG ES MODSZER

II1.1. SEJTKULTURAK

Kisérleteinket kitapad6 SH-SY5Y (ATCC CRL-2266 humin neuroblasztéma) ¢és
szuszpenziéban 1évé Jurkat (ATCC TIB-152 humén T-sejt leukémia sejtek) sejtvonalakon
(forras PTE Immunoldgiai és Biotechnoldgia Intézet) végeztiik. A sejtek fenntartdsdhoz és
tenyésztéséhez EMEM (Eagle’s Minimal Essential Medium) és Ham’s F12 médiumok 1:1
aranyu keverékét hasznéltuk, kiegészitve 10% fotalis szarvasmarha szérummal (FBS), 1% nem
esszencidlis aminosav keverékkel (NEAA) illetve penicillin (100 U/ml) - sztreptomicin (100
pg/ml) oldattal.

A sejteket standard sejttenyésztési koriilmények kozott (37°C-on, 5% CO»-t tartalmazd,
pardsitott atmoszférdju termosztitban) tenyésztettiik. Médiumcsere tortént 2-3 naponta a

megfeleld sejtkonfluencia illetve sejt mennyiség eléréséig.

I11.1.1. Hidrogén-peroxidos kezelés

A SH-SYSY sejteket 80%-os konfluencia elérésekor, a kisérlet kezdete elott 12-24 oraval, friss
médiumba helyeztiik. Célunk volt egy olyan akut oxidativ stresszallapot és azutani regeneracio
szimuldldsa, mely sordn a sejtek nem szenvedtek tilzott mértékli apoptdzist/nekrozist. A
szakirodalomnak megfeleléen [121] és szdmos elOkisérlet alapjdn az daltalunk hasznalt
sejtvonalon a 0,5 mM H20:-dal 30 percig val6 kezelés bizonyult optimélisnak, elérve igy egy
~75%-o0s viabilitas csokkenést. A sejteket a FBS-ben taldlhaté antioxidansok okozta gyors H>O»
lebomladsdnak elkeriilése végett szérummentes médiumban helyeztiik az emlitett kondicidk
kozott. A kezelés lejarta utdn a sejteket 1 alkalommal mostuk foszfat pufferelt séoldatban
(PBS), majd komplett médiumba visszahelyezve a feltiintetett regenerdcids idOpontokig
inkubaéltuk: 0, 30, 60 percig, €s 2, 4, 24, 48, és 72 6raig. A kontroll sejteket hidrogén-peroxidos
kezelés nélkiil 30 percen at szérummentes médiumban tartottuk, majd 60 percig komplett
médiumba helyeztiik vissza. Az inkubécids periddusok lejarta utdn a sejteket PBS oldatban

mostuk, majd pelletként -76°C-on taroltuk.
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I11.1.2 Intracellularis reaktiv oxigén szabadgyok meghatarozas

Intracellularis ROS szintek mérését CM-H2DCFDA (Thermo Fisher Scientific) fluoreszcens
festékkel végeztiik, ami egy 4dltaldnos oxidativ stressz indikdtor. SH-SYSY sejteket a kisérlet
megkezdése eldtt 0,25%-os tripszint, 0,5 mM etiléndiamin-tetraecetsavat (EDTA) tartalmazé
PBS oldatba vettiikk fel, majd el0melegitett komplett médiumba mostuk, semlegesitve a
tripszint. Ezutdn a sejteket gyorsan Hanks pufferelt séoldatban (HBSS) mostuk, majd djra
felvettiik 1% szarvasmarha szérum albumint, 1,2 mM Ca’*t, 1 mM Mg?*-t és 2 mM CM-
H2DCFDA festéket tartalmazé HBSS oldatba. A mintdkat s6tétben szobahOmérsékleten 30
percig inkubaltuk, mikozben minden 10. percben 6vatosan megkevertiik a sejtek kitapaddsanak
elkeriilése végett. Tovabbi mosasi 1épésekkel eltavolitottuk a felesleges fluoreszcens festéket,
majd a sejteket ismét HBSS oldatba szuszpendaltuk. A fluoreszcens jelet 25°C-on F4500
fluoreszcens spektrofotométerrel (Hitachi High-Technologies) detektaltuk 490 nm gerjesztési
és 525 nm emisszids hullimhosszon. A fluoreszcens alapvonalat 1xPBS illetve 0,5 mM H20O»
hozzaadasa el6tt koriilbelill 1 percig rogzitettilk. Magét a fluoreszcens jelet kb. 10 percig
monitoroztuk a kontroll mintdban és a hidrogén-peroxidos kezelést kovetden. A relativ ROS

értéket a fluoreszcencia intenzitds valtozas hanyadosaval (F/FO) fejeztiik ki.

II1.1.3 Jurkat sejtek kezelése

EMEM és Ham’s F12 médiumban tenyésztett Jurkat sejteket az alabbi médon kezeltiik 1 éran
at: a) edzés elotti és edz€s utdni humdn szérummal, ») 5, 10, 20 mM tejsavval (PTE
Gydgyszertar), valamint ¢) 1 uM, és 100 uM epinefrinnel. Citokinek koziil az IL-6 3, 5, 50,
100, 1000 pg/ml koncentraci6ji inkubécidjat végeztiik 1 és 6 6ran 4t. Az inkubdacids idok lejarta

utdn a sejteket PBS oldatos mosast kdvetden pelletként a feldolgozasukig -76°C-on taroltuk.
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IIL.2. KISERLETI EDZES ONKENTESEKKEL

Ehhez a kisérlethez olyan egészséges férfi onkénteseket kértiink fel, akik megfeleltek a
kivalasztasi kritériumainknak, melyet az 1. tablazat foglal Ossze és az Onkéntesek fébb
paramétereit is tartalmazza (pl. életkor, testtomeg). A résztvevok irdsbeli tdjékoztatdst kaptak a
kisérlet részleteir6l, a mintavételrdl és a vizsgélati protokollrdl, majd irdsos beleegyezésiiket
adtdk a kisérleti feltételekhez.

Elokisérletként 3 egészséges férfi onkéntest kértiink fel 2 mérfoldes tav lefutdsira, melyet
megeldzott illetve kovetett egy-egy vérvétel. A 2 mérfoldes tavot az onkéntesek az Egyesiilt
Allamok Hadseregének Fizikai Alkalmassagi Teszt leirdsanak megfeleléen teljesitették [122].
Kovetkezd alkalommal standard reggeli mellett (ami ~600kcal-nak felelt meg, és 80%
szénhidrétot tartalmazott) 6 egészséges férfi Oonkéntessel ismételtettik meg a feladatot. A
kisérletet ebben az esetben két, majdnem azonos részre osztottuk: 1. nyugalmi periodus és 2.
testedzés. A két rész kozott 3 hét telt el. Mindkét esetben az Onkéntesek 12 6rds éhgyomri
vérvételen vettek részt illetve tilos volt barmilyen megerdltetd testmozgés 48 drdval a vérvétel
eldtt. A nyugalmi periodusban a standard reggeli elfogyasztdsa utdn 3 6rdval az onkéntesek
fizikai aktivitds nélkiill egy mdsodik vérvételen vettek részt. A testedzési részben az
onkénteseknek a reggeli elfogyasztdsa utdn 3 o6rdval 2 mérfoldes futé gyakorlatot kellett

teljesiteniitk minél rovidebb id6 alatt, megdllds nélkiil, melyet egy djabb vérvétel kovetett.

Jellemzok n==6
Kor (éves) 30+£5,2
Testtomeg (kg) 77 £ 8,6
Testtomegindex (kg/m?) 23,94 +23
Dohéanyzas 0 (0%)
Akut/krénikus betegség 0 (0%)
Rendszeres gydgyszerszedés 0 (0%)
2 mérfoldes futas (idotartam) 940 £ 85 s.
Rendszeres testedzés/hét, (idotartam) 119 + 88 min.

1. tablazat. Az onkéntesekhez tartozo fobb adatok és a kivdlasztds kritériumai.
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I11.2.1. Human vérmintak feldolgozasa

Az dnkéntesek vérmintdit zart vérvételi rendszert (Becton Dickinson Vacutainer®) géltartalmu
nativ illetve kalium- etiléndiamin-tetraecetsavval (K-EDTA) valamint natrium-fluoriddal
(NaF) ellatott vikuum-csovekbe gytjtottikk. A mintdk gyljtése a Pécsi Tudomdnyegyetem
Etikai Bizottsdgénak jovadhagydsdval, az 5187 szdmii etikai engedéllyel tortént. K-EDTA
alvadasgatolt csovekbdl végeztik a vérkép meghatirozdst Cell-Dyn 3700 hematoldgiai
automatan (Abbott Diagnostics), valamint a fehérvérsejtek izoldlasat. Gliikkoz és laktat
meghatdrozdsira NaF-t tartalmazd csoveket hasznéltunk, megakadélyozva igy a glikolizist.
Géltartalmd nativ csovekbdl rutin laborvizsgilatokat végeztiink, meghatirozva igy az
ionhaztartast, vese és majfunkciés paramétereket, anyagcsere és szovetkdrosodasi
folyamatokat. A levett vérmintdkat 10 percig centrifugéltuk szobahémérsékleten 1500 rcf-n,
nativ csovekbdl szérumot illetve NaF-t tartalmu csévekbdl plazmat nyerve. Mind a plazmabol,
mind a szérumbdl vizsgdlt paramétereket Cobas 8000 Modular késziiléken mértiik (Roche
Diagnostics).

Mononukledris sejtek izoldlasdra megkozelitdleg 2,5 ml K-EDTA-val antikoaguldlt teljes vért
hasznédltunk, amelyet gyQjtés utin rogton Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich) oldatra
rétegeztiink. Izopiknikus gradiens centrifugédlds (20 percig, szobahdémérsékleten, 500 rcf-n)
utdn a mononukledris sejteket a plazma és Histopaque-1077 hatérfeliiletr6l gytjtottiik dssze és

jéghideg PBS oldatos mosast kovetden pelletként a felhasznalasig -76°C-on taroltuk.

ITII.3. WESTERN BLOT

Western blot vizsgalatainkhoz elokezelt SH-SYSY és Jurkat sejteket, valamint izolalt human
mononukledris sejteket felolvasztds utdn jégen tartott modositott RIPA pufferben (10 mM Tris
(pH=7.4), 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM etilénglikol-tetraecetsav (EGTA), 1% Triton X-
100, 10% glicerol, 0,1% SDS, 0.5% deoxikolat, protedz gitlé koktél: 1 tabletta/10ml (Roche
Applied Science) tartuk fel. A mintdkat 30 perces inkubdldst kovetden 10 percig, 4°C-on 3000
rpm fordulatszdmon centrifugaltuk. A feliiliszé protein koncentriciéjanak meghatirozasat a
Bio-RAD DC Protein Assay Kit-jével végeztiik. A lizdtumokat Laemmeli-pufferrel kiegészitve
(4x torzsoldat: 0,25M Tris-HCI, pH 6,8, 40v/v% glicerin, 27,74 mM SDS, 8v/v% B-merkapto-
etanol, 0,01v/v% bromfenolkék) 5 percig forraltuk. Elektroforetikus elvalasztiasra 8% SDS-
PAGE gélt hasznaltunk, majd a mintdkat polivinil-difluorid (PVDF) membranra (Millipore)

27



blottoltuk. A mintdk egyenldé mennyiségli protein tartalmiat SYPRO Ruby Protein Blot Stain
Kit-jével (Bio-Rad) ellendriztiik. A membranokat egy 6rdn 4t blokkoltuk 1%-os kazeines PBS
oldatban illetve 5%-os zsirmentes tejport tartalmazd trissel tompitott séoldat + 0,1%-0s Tween
20 keverékében szobahOmérsékleten, majd ezt kovetden O-glikozilalt fehérjékre specifikus,
CTD110.6 (monoklondlis egér IgM, 1:2000, Sigma-Aldrich) és RL2 (monoklondlis egér, IgG,
1:1000, Thermo Fisher Scientific) antitesttel jeloltiik. A tau fehérjék kimutatdsara tobbféle tau
elleni antitestet hasznéltunk a gyartdk dltal javasolt protokoll szerint, melyet a 2. tablazat foglal
magadba. A mononukledris sejtek illetve Jurkat sejtek esetében belsé kontrollnak 1:1500
higitdsban poliklondlis anti-aktin IgG (Sigma-Aldrich) antitestet haszndltunk. Végiil a
membranokat a megfeleld, tormagyokér peroxiddzzal konjugdlt masodlagos antitestekkel
(1:2500) inkubaltuk. Femto kemilumineszcens szubsztrattal (Thermo Fisher Scientific)
végeztilk az el6hivast, a jeleket Kodak Image Station 2000R-rel detektaltuk. A savok

intenzitasanak elemzését Kodak 1D és Imagel elemz6 szoftverrel végeztiik.

Tau elsédleges antitestek Higitas Gyartok

monoklonélis egér anti-total tau 1:250 Thermo Fisher Scientific

[Ps!%°] foszfospecifikus

) Lo 3 i 1:1000 Thermo Fisher Scientific
poliklonélis nyul anti-tau

[Ps?6?] foszfospecifikus
_ _ _ 1:1000 Abcam, Cambridge, MA, USA
poliklonélis nyul anti- tau

Dr. P. Davies, Albert Einstein
PHF1 [Ps*%/404] anti-tau 1:200 College of Medicine, Bronx, NY,
USA

2. tablazat. A kisérlet sordn haszndlt tau elleni antitestek jellemzai.

28



I1L.4. SEJTVIABILITAS

SH-SYS5Y sejteket a kezelési és a regenerdcids idOpontok lejarta utdn 0,25%-os tripszinnel a
tenyésztd flaskdkrol enzimatikusan eltavolitottuk. Kétszeri jéghideg PBS-sel mosott, koriilbeliil
10° sejtet tartalmazo mintdkat propidium-jodiddal €s Annexin V-FITC-vel festettiik a gyart
utasitdsai szerint (BD Pharmingen). A propidium-jodid gerjesztette fluoreszcens jelet a FL3
csatornan, 620 nm hulldmhosszon, mig az Annexin V-FITC intenzitasit az FL1 csatorndn, 525
nm hulldimhosszon detektdltuk Cytomic FC 500 dramldasi citométerrel (Beckman Coulter). Az
elpusztult (propidium-jodidra pozitiv és Annexin V-FITC negativ vagy pozitiv sejtek) illetve
az €16 sejtek (propidium-jodid és Annexin V-FITC negativ) kapuzasidnak bedllitisa kontroll

mintdkon tortént, majd ezeket a hatarokat alkalmaztuk minden egyes mintanal.

II1.5. IMMUNFLUORESZCENCIA

SH-SY5Y sejteket ~80%-o0s konfluencia eléréséig fedélemezeken tenyésztettiink. Oxidativ
kezelést kovetden a sejtet tartalmazd feddlemezeket kétszer mostuk jéghideg PBS oldatban,
majd 10%-os formaldehid tartalmd PBS-ben fixéltuk 30 percig szobahdmérsékleten.
Formaldehid okozta autofluoreszcencia elkeriilésére a sejteket 50 mM ammodnium-kloriddal
kezeltik 10 percig. Ezutin a sejteket 0,1% Triton-X 100/PBS oldatban 5 percig
permeabilizdltuk. A nem specifikus kotddési helyeket PBS-ben oldott 5%-o0s marha szérum
albuminnal (BSA, Sigma-Aldrich) gatoltuk 5 percig. Az elsddleges ellenanyaggal val6 jelolés
CTD110.6 (1:200) 5% BSA/PBS oldatban tortént 30 percig szobahémérsékleten. Hiromszori
PBS-sel torténd oblités utin a mintdkat Alexa Fluor 594 kecske anti-egér IgM masodlagos
antitesttel (1:200, Thermo Fisher Scientific) jeloltiik 30 percig sotétben. A magvak lathatova
tételére Hoechst festést alkalmaztunk 1:5000 higitasban 15 percig szobahdmérsékleten,
sotétben. PBS oldatban valé mosas utdn a fedolemezeket Vectashield feddoldattal (Vector
Laboratories) zartuk. A képeket Zeiss Axiovert 35 (Carl Zeiss Microscopy) inverz fluoreszcens
mikroszkdppal készitettiik, a képelemzést CellD (Olympus) szoftverrel végeztiik. Az atlagos
pixelintenzitdst legkevesebb 15 sejtbdl gyjtott és Hoechst magfestésre normalizélt értékbol

szamitottuk ki.
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IIL6. VALOS IDEJU POLIMERAZ LANCREAKCIO

Hidrogén-peroxiddal kezelt SH-SYS5Y neuroblasztéma sejtekbdl totdl RNS-t izolaltunk
RNeasy Mini Kit (Qiagen) segitségével a gyartd utasitdsait kovetve. Az igy nyert RNS
koncentriciéjat és mindségét Nanodrop Implen Nanophotométerrel hatdroztuk meg. A
koncentraciomérést kovetden 1pg mennyiségl totdl RNS-t felhaszndlva cDNS-t készitettiink
iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad) felhasznalasaval a gyarto altal javasolt protokoll szerint.
Eldretervezett Tag-Man probat alkalmaztunk a human OGT és L-glutamin-D-frukt6z 6-foszfat
amidotranszferdz (GFAT) mRNS expresszios szintjeinek meghatarozasara. Referencia génként
human porfobilinogén deamindzt (PBGD) hasznaltunk. A primerek és probafragmensek

megtervezéséhez a ProbeFinder szoftvert hasznaltuk (www.universalprobelibrary.com). A

valos idejli polimeraz lancreakcié (RT-PCR) egyes Ié€péseit a 3. tablazat foglalja ossze.

RT-PCR lépései Hoémérséklet Idétartam
I. Eléinkubalas 95°C 10 min
Denaturalas 95°C 12s
IL. Amplifikacié  ["Apelicic 60°C 30s
(ciklusszam: 45) R 7250 Is
I11. Hiités 40°C 30s

3. tablazat. RT-PCR lépései.

A mérésket LightCycler II Thermal Cycler (Roche Applied Science) késziilékkel végeztiik.
Minden reakcidelegyhez LightCycler Tagman Master Mix-t adtunk 20ul dssztérfogatban. Az
amplifikdcié hatékonysdga mind a cél-, mind a referencia gének esetében megkdozelitleg
100%-0s volt A relativ génexpresszié meghatirozdsdhoz a 2DDCt (Livak) mddszert
hasznéltuk. Minden esetben a vizsgdlt gén expresszios szintjét Osszehasonlitottuk a referencia
gén expresszios szintjével. A PCR reakcidk sordn haszndlt oligonukleotidok szekvencidit és

probdit a 4. tablazat tartalmazza.

30



Célgén Forward primer Reverz primer Proba

OGT | 5-AGACGATGGCACAAACTTCC-3* 5"-ATCAGCTGCTTTTCCATTGC-3" | UPL#29

GFAT | 5-TGAGATTGGTGTGGCCAGTA-3" | 5"-GGCAAACATCACAAGGGATAC-3" | UPL#20

PBGD | 5-TGCCAGAGAAGAGTGTGGTG-3~ 5"-AGCCGGGTGTTGAGGTTT-3" UPL#24

4. tablazat. A felhaszndlt oligonukleotidok szekvencidi.

IIL.7. ARAMLASI CITOMETRIA

Kozvetleniil a K-EDTA-val antikoaguldlt teljes vér gyiijtése utdn, fehérvérsejtek kinyerése
végett a vérmintdkat egyidében Lyse/Fix pufferrel (BD Biosciences) lizdltuk és fixdltuk a
gyartd utasitdsai szerint. A fixdlt fehérvérsejteket PBS oldatos mosds utdn 0,5% Triton-X
100/PBS oldattal 2 percig permeabilizdltuk. Nem specifikus kotOhelyek blokkoldsdra 5%
BSA/PBS oldatot haszndltunk 2 percig. Az elsddleges antitesttel vald inkubdlds RL2 (1:200)
5% BSA/PBS oldatban 37°C-on 30 percig tortént. PBS-ben torténd oblités utdn a sejteket 1:200
higitdsu fluoreszceinnel konjugdlt kecske anti-egér IgG (Thermo Fisher Scientific) masodlagos
antitestet tartalmaz6 5% BSA/PBS oldatban inkubdltuk 37°C-on 30 percig. Végiil mosas utdn,
a sejteket mérés elott PBS oldatba jra szuszpenddltuk. A sejtek elére- (FSc) és oldalirdnyd
(SSc) fényszérddasat valamint a fluoreszcens intenzitdst (FL1-es csatornan, 525 nm-en
detektalva) Cytomics FC 500 dramldsi citométerrel (Beckman Coulter) mértiik. A kiilonb6z6
fehérvérsejt alpopulacio régidk és az adatok mennyiségi meghatirozdsa FlowJo szoftver

alkalmazasaval tortént.

IIL.8. STASZTISZTIKAI ELEMZES

Az abrazolt értékeket az atlag + standard szords (SD) illetve az atlag + standard hiba (SEM)
formdjaban tiintettik fel. A  statisztikai elemzést Student-féle T-probaval, az
Osszehasonlitdsokat kétutas ANOVA-t kovetd Bonferroni post-hoc teszttel végeztiikk. Minden

esetben p <0,05 értéket tekintettiik szignifikansnak.
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IV. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

IV.1. AKUT STRESSZ HATASA AZ O-GLIKOZILACIORA
NEUROBLASZTOMA SEJTVONALON

IV.1.1 EREDMENYEK
1V.1.1.1. Oxidativ kezelés hatdsa az SH-SY5Y sejtek viabilitasdra

A SH-SYS5Y neuroblasztoma sejteket oxidativ stressz elérése érdekében H>O: kezelésnek
vetettiik ald. A 30 percig tart6 0,5 mM H>O» kezelés hatdsossaganak mérésére CM-H2DCFDA
ROS specifikus fluoreszcens festéket haszndltunk. Amint az 5. abran is lathaté peroxidos

kezelést kovetden szignifikdnsan emelkedett intracellularis ROS aktivitdst mértiink.

1.51 50 atlag fluoreszcencia
0,5mM H,0, novekedés (%) 500 s utan
144 40+ *
o134 30

[T

P
1.21 201
1.11 304 .
10 T T T T 1 0 T

0 100 200 300 400 500 kontroll  0,5mM H,0,

idétartam (s)

5. abra. Intracelluldris ROS aktivitds mérése. Bal oldal: relativ fluoreszcencia (F/Fo)
detektdldsa ido fiiggvényében. Jobb oldal: hidrogén-peroxidos kezelés utdni dtlagos
fluoreszcencia novekedés. Az adatok hdarom fiiggetlen kisérlet dtlagai + S.E.M. *p<0,05 a
kontrollhoz képest.

Akut oxidativ stressz és azt kovetd regenericié szimuldldsara a 30 percig 0,5 mM H0:
kezelésnek kitett neuroblasztoma sejteket a szer kimosdsa utdn komplett médiumba helyeztiik

vissza regeneracio c€ljabdl (6. abra.). Intracellularis ROS szinteket a H,O» eltavolitdsa utan
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kiilonb6z6 idépontokban (1-6 6ra) is megmértiik, de relevéans kiilonbségeket nem taldltunk a
peroxiddal kezelt és kontroll sejtek kozott. Ellenben az oxidativ stressz okozta karosodas foként
a kezelés utdni 24 ora elteltével volt kifejezett (az elpusztult sejtek ardnya a kontroll mintdban
1€vé elpusztult sejtekhez képest 6,3%-161 22,6%-ra emelkedett). Ez az ardny 48 illetve 72 6ra

elteltével nem mutatott tovabbi szignifikdns emelkedést.

100 1

m El6 sejtek

0O Elpusztult sejtek

Valtozas mértéke (%)
N (6] ~
(6] o (6]
*
*

0-

regeneracios idépontok H,0, kezelés utan

6. abra. Akut oxidativ stressz hatdsa a sejtek viabilitdsdra. H202-0s kezelés utdn az él6 és
elpusztult sejtek szdzalékos ardnydnak megdllapitdsa Annexin V és propidium-jodidos jelolést
kovetden dramldsi citométerrel tortént. Az adatok nyolc fiiggetlen kisérlet dtlagai +S.E.M.
*n<0,05 a kontrollhoz képest.

1V.1.1.2. O-glikozildcio dinamikdjanak vadltozdsa immunfluoreszcencidval akut oxidativ

stresszben

A neuroblasztéma sejtek viabilitdsara kifejtett 30 percig tarté hidrogén-peroxidos kezelés
okozta akut oxidativ stressz hatdsit a tovdbbiakban az O-glikozildcié dinamikdjdban is
megvizsgéltuk. Ismerve az O-glikozilacid celluléris stresszvédlaszban és sejtciklusban betoltott
szerepét, feltételeztiikk, hogy az O-glikozilacié dinamikdjaban is észleliink valtozasokat.
Fedolemezen tenyésztett kontroll valamint 0,5 mM H»O»-vel 30 percig kezelt SH-SYSY

sejteket a killonbozo regeneracids periddusok utdn formalinban rogzitettiikk, majd CTD110.6
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(anti-O-glikozilaciés mononklonélis) antitesttel jeloltikk. A masodlagos immunfluoreszcens
jelolés utan a neuroblasztoma sejtek citoplazmdja diffizan, boséges szemesés O-glikozildcids
pozitivitast mutatott (7. abra). Bar oxidativ stressz hatdsidra minden sejtben emelkedett O-
glikozildcidés szintet taldltunk, a szignifikdns valtozdsokat a regenerdcids periddus
elérehaladédsdval észleltiik. A néhdny erdteljesebben jel6l6dott, kompaktabb, kor alaku sejtek
esetében Hoechst magfestés alapjan felmeriilt a mitotikus és az apoptotikus jelleg is. A késoi
stressz fazisban észlelt nagy szdmuk miatt apoptotikus jellegiik valdsziniisithetobb volt. A
fluoreszcencia intenzitdst minden kisérleti koriillményre atlagoltuk és a 7. abra jobb oldalan
lathat6 oszlopdiagramon Osszesitettiik. Bar nem talaltunk jelentds intenzitdsbeli kiilonbséget a
kontroll és a killonbozd regenerdcids idopontban feldolgozott sejtek kozott, szignifikans

véltozast észleltiink a 0 perces illetve a 2 6rai regeneracids idopont kozt.
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7. abra. Akut oxidativ stressz hatdsa fehérje O-
glikozildcio idobeli dinamikdjdra immunfluoreszcens
jeloléssel. Kontroll és a H2O> kezelésen dtesett
sejteket CTD110.6 antitesttel és Hoechst magfestékkel
jeloltiik. Bal oldal: oxidativ stressz utdni regenerdcios
idopontokban késziilt képek dbrdzoldsa (40x
nagyitds). Jobb oldal: immunfluoreszcens képek
mennyiségi elemzése. Az dtlagos pixelintenzitds
legkevesebb 15 sejtbol gyiijtott és Hoechst
magfestésre normalizdlt érték, az adatok hdarom
fiiggetlen kisérlet dtlagai £ S.E.M; *p<0,05 a 0
perchez képest.
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1V.1.1.3. O-glikozildcio és foszforildcio kapcsolatdnak vizsgdlata SH-SYSY neuroblasztoma

sejteken

Az immunfluoreszcencidval bemutatott dinamikus O-glikozildcids véltozast a tovdabbiakban
Western blottal is igazoltuk, azaltal, hogy a fehérjéket CTDI110.6 anti-O-glikozil4cids
antitesttel jeloltiik. Szignifikansan emelkedett O-glikozilacids intenzitast talaltunk 2-4 éraval

az oxidativ stresszt kovetden, mely 24-48 6ra elteltével kozel normal szintre tért vissza (8A.

abra).
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8A. abra. Akut oxidativ stressz utdni SH-SYSY neuroblasztoma sejtek O-glikozildcios
mintdzatdnak idobeli vdltozdsa Western-blottal. Bal oldal: H>O>-vel kezelt neuroblasztoma
sejtek Western-blot analizise SYPRO Ruby Blot dsszfehérje festés valamint CTD110.6 antitest
alkalmazdsa utdna. Jobb oldal: denzitometrids dbrdzoldsa az O-glikozildcios mintdzatnak az
osszfehérje festésre normalizdlva. A vdltozdsokat a kontrollhoz viszonyitott ardny %-dban
fejeztiik ki. Az adatok hdrom fiiggetlen kisérlet dtlagai £+ S.E.M; *p<0,05 kontrollhoz képest,
#p<0,05 2 6rds regenerdcids ponthoz képest.
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A 4. tablazatban feltiintetett tau fehérje elleni antitestekkel vizsgaltuk az eltérdé regeneracios
periddusokban gyiijtott elézetesen hidrogén-peroxiddal kezelt neuroblasztoma sejtek tau
foszforilacidjanak szintjét. Amint a 8B. abra eredményei is mutatjdk, a foszfospecifikus [Ps'*]
és PHF1 tau fehérje szintek az dssz-tau fehérje szinthez viszonyitva jelentdsen csokkentek a 30
percig tart6 oxidativ stressz utdn. A kezelés utdni 24-72 6ras regenerdcids idépontokban ezen
tau fehérjék foszforilacids szintje az O-glikozilacidval ellentétes dinamikat mutatva, visszatért
az alapszintre. A foszfospecifikus [Ps?%?] tau fehérjék esetében eredményeink az O-
glikozilaciéval megegyezd dinamikat mutattak, oxidativ stressz utdn a rovid idén beliil
jelentkezd foszforilacié emelkedést csokkenés kisérte a hosszabb tavu regenerdcids periddus

alatt.
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8B. abra. Tau foszforildcio idébeli vdltozdsa oxidativ stressz hatdsdra. Bal oldal: Western-
blot analizis aktin, dssz-tau, [Ps'”], [Ps*0?] és PHF-1 antitest jelolés utdn kontroll és
elozetesen 30 percig H2O; kezelésnek kitett majd kiilonbozo regenerdcio idépontokban
dsszegytijtott SH-SYSY sejtekbdl szdrmazo fehérjekivonatokbdl. Jobb oldal: [Ps'], [Ps*0?]
és PHF I denzitometrids elemzése 0ssz-tau-ra normalizdlva. A vdltozdsokat a kontrollhoz
viszonyitott ardny %-dban fejeztiik ki. Az adatok hdrom fiiggetlen kisérlet dtlagai + S.E.M;
*p<0,05 kontrollhoz képest, *p <0,05 2 6rds regenerdcids ponthoz képest.
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1V.1.1.4. GFAT és OGT mRNS expresszidjanak vdltozdsa oxidativ stressz hatdsdra

Kisérleteinkben az O-glikozilaciot katalizdl6 OGT-nak valamint a HBP {6 szabalyozé
enzimének a GFAT-nak az mRNS expresszids szintjeit is megvizsgaltuk H>O»-vel kivéltott
oxidativ stressz utdni, kiilonbozé regeneracids periddusban gylijtott neuroblasztoma
sejtmintdkban. Eredményeink hasonlé dinamikat mutattak mind a GFAT, mind az OGT mRNS
expresszios szintjében (9. abra ). Oxidativ stressz hatdsira a GFAT és OGT mRNS expresszids
szintje a normdl expresszié kb. haromszorosara emelkedett, a 4 6rds regeneracios idopontnal
tetézve, majd az expresszids szintek fokozatos csokkenést mutattak, a regeneracié 72. drajaban
megkozelitve a kiindulési szinteket. Ezaltal megallapithattuk, hogy a két enzim expresszids

szintjének valtozdsa az O-gikozildcidhoz hasonlé iddbeli dinamikét kovetett.
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9. abra. A GFAT és OGT mRNS expresszidjdanak idobeli vdltozdsa oxidativ stressz hatdsdra.

A GFAT és OGT mRNS expresszio szintjiének relativ névekedését a kontrollhoz normalizdlva

dbrdzoltuk. Az adatok hdrom fiiggetlen kisérlet dtlagai £ S.E.M; *p<0,05 kontroll sejtekhez
képest.
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IV.1.2. MEGBESZELES

Munkdm elsé felében az O-glikozilacié dinamikajat és foszforildcidval vald kapcsolatat
vizsgéltuk akut stressz hatdsara neurondlis sejtvonalon.

Az SH-SYS5Y neuroblasztoma sejtvonalon a 30 percig tarté 0,5 mM H2O; kezelésnek, mint akut
oxidativ stressznek, illetve az azt kovetd regenerdcidonak hatdsat vizsgaltuk az O-glikozildcid
dinamikdjaban. Igazoltuk, hogy a fehérjék O-glikozilaciés mddosuldsa és az O-glikozilacid
folyamatdban kulcsfontossagi enzimek, az OGT illetve a GFAT mRNS expresszids szintjei
hasonlé iddbeli dinamikat mutatnak (8A. és 9. abra), ugyanis szignifikansan emelkedett O-
glikozilacids és fokozott mRNS expresszids szinteket taldltunk 2-4 6rdval a stressz utdni
allapotban, melyek koriilbeliil 24-72 6ra elteltével a stressz elotti normal szintre tértek vissza.
Eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy az O-glikozilaciés médosulds a celluléris

stresszvalasz érzékeny és dinamikus markere.

Szamos kisérletben vizsgaltak mar az O-glikozilacio intracellularis folyamatokban betoltott
szabdlyoz6 szerepét, mint a sejtciklusban [123], epigenetikdban [124], Ca?* jelatviteli
mechanizmusokban [76] vagy foszforilaciéban [125], ugyanakkor az O-glikozilacié cellularis
adaptécioban [70] betoltott szerepe is egy elég intenziven tanulmédnyozott teriilet. Az elmult
években foként dllati szivizom- és vdzizomsejtekben vizsgéltdk az O-glikozildcié mdodosuldsat
hipoxidval illetve oxidativ stresszel szemben [73,97]. Bizonyitottd valt, hogy globalis O-
glikozilacidés szint emelkedés kovetkezik be dltaldban rdviddel a stressz utdn, és a
megemelkedett O-glikozilacids szint képes kivédeni a stressz karos hatdsait [74,94,96,126].
Régcesélok szivizomszovetein végzett kisérletekkel bizonyitottdk, hogy a megemelkedett O-
glikozilacidénak egyfajta védo szerepe is lehet, javitva a szivizom kontraktilitisat és csokkentve
az infarktus mértékét [68]. Szamos elmélet, mely az O-glikozilaci6é védo hatdsat magyardzza,
felveti példdul a hdsokkfehérjék aktivacié vagy a Ca®* jelatvitel modosulds szerepét [97,127],

de az O-glikozilaci6 sokréti tiilélési mechanizmusa tovabbra is tisztdzasra var.

A szivizomszovetekkel és vazizomsejtekkel ellentétben, viszonylag kevésbé ismert az O-
glikozilacié mintazatanak valtozdsa az idegsejtekben stressz hatdsdra. A rendelkezésre allo
irodalmi adatok ellentmonddsosak, mig hipoténia [128] vagy lipopoliszacharid indukélta
stressz [129] hatdsara inkdbb O-glikozilacié csokkenés kovetkezett be, addig a gliikkoz
nélkiilozés szignifikdnsan novelte az O-glikozildcids szinteket [130]. Kisérleteink sordn
tapasztalt akut stressz hatdsara bekodvetkezd O-glikozildciés mddosulds a szivizomsejtekben

leirtakhoz hasonléan valtozott SH-SY5Y humaén neuroblasztéma sejtvonalon is (8A. dbra),
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amit a HBP utvonalat szabalyoz6 enzimek expresszidjanak novekedése is kisért, biztositva igy
a sejtek fokozott O-glikozilacids sziikségletét (9. abra). Eredményeink bizonyitjak, hogy az O-
glikozil4cid oxidativ stressz hatdsara bekovetkezd emelkedése az idegsejtekben is egy aktivan

szabdlyozott folyamat, de ugyanakkor felmeriil az O-glikozilaci6 védd szerepe is.

Jol ismert, hogy az O-glikozilaciés mddosulas jelentds preventiv faktor nem csak az iszkémia-
reperfizidban [74], hanem Alzheimer-kérban is [91]. Az Alzheimer betegség kialakuldsdban
szerepet jatszik az O-glikozilacid és foszforildcid kozotti egyensilyi dllapot megbomlasa
[55,88], mely soran tau fehérjék foszforilaciéja és O-glikozilacidja kozotti dinamikus
egyenstlya a foszforildcié javéra tolddik el, hiperfoszforildlt tau fehérjéket eredményezve,
melyek aggregalddva neurofibrillaris kotegeket alkotnak. Az oxidativ stressznek szintén
jelentés szerepe van az Alzheimer kor patofizioldgidjaban, bar az oxidativ stressz és tau
foszforilacié kozotti kapcsolatok elég ellentmonddsosak. Kimutattdk, hogy az oxidativ szerek
egy része képes hiperfoszforilaciot okozni, mig masok a tau fehérje de-foszforilacidjat
indukdlhatjdk [131]. Bizonyitottd vélt tovabb4, hogy a tau hiperfoszforildcié kovetheti vagy
akdar meg is el6zheti az oxidativ stresszt [132].

A tau fehérjék O-glikozilaciés modosuldsat oxidativ stresszben kordbban még nem vizsgaltak.
Igy kisérleteinkben arra kerestiik a valaszt, hogy a foszforilaci és O-glikozildcié kozotti
kapcsolat rovid ideig tarté oxidativ stressz hatdsdra miként véltozik. Eredményeink azt
mutattdk, hogy a 30 perces 0,5 mM H20:-0s kezelés kovetkeztében a tau foszforildcidja a
[Ps'®] és PHF1 helyeken az O-glikozilacioval ellentétesen viselkedett, csokkenést mutatva
(8B. abra), ugyanakkor a [Ps?%?] hely foszforildciés mintdzata megegyezett az O-glikozildcié
mintazatdval. Az O-glikozilicionak ¢és foszforilacionak az ellentétes viselkedésére
magyarazatként szolgalhat, hogy képesek ugyanazon Ser/Thr helyekért versengeni, de akar
egymashoz kozeli médositasi helyeket is képesek befolydsolni (“proximal site effect”) [63]. Az
oxidativ stressz utdni fokozott foszforildcié a [Ps?®?] helyen (akdr mds helyeken is) az
emelkedett O-glikozilaciés szintek ellenére felveti, hogy az O-glikozilacié akar mas
koriilmények kozott is hozzajarulhat a foszforilacié novekedéséhez.

Habar a HxO: altal kivéltott oxidativ stressznek kitett SH-SYSY neuroblasztomaval végzett
kisérletekbol Osszegytijtott O-glikozilacidés adatok Osszhangban vannak a szivizomsejtekben
taldlt adatokkal és bizonyitjadk az O-glikozilaci6 és tau foszforilicié kozotti kolesonos
kapcsolatot, kérdés, hogy ezeknek a hatisoknak milyen szerepiik van akut és kronikus
koriilményekben. Azheimer korban ugyanis az oxidativ stressz ellenére az O-glikozilaci

dinamikéja, agy tlinik, megfordul.
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Bizonyitott, hogy az O-glikozil4cié és a sejt szénhidrat anyagcseréje szorosan Osszefiigg,
azonban a cukorbetegség és az Alzheimer kor kozotti molekuldris mechanizmusok illetve az
O-glikozil4dcié szerepe ezekben a folyamatokban tovdbbra is kérdéses. Ismert, hogy az
Alzheimer kor kialakuldsdban a cukorbetegség és inzulinrezisztencia is rizikéfaktorként
szerepelhet [133], novelve a ROS képzddését. Az O-glikozilacid szerepének tisztdzdsa ezekben
a folyamatokban, illetve hogy ezek a folyamatok hogyan kapcsolédnak a tau foszforilacid
szabdlyozdsdhoz, tovdbbi kutatdsok tirgyat képezi. Mindazondltal, arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy az O-glikozilaciés mddosulds a tau foszforilacié parhuzamos tanulmanyozasa
oxidativ stressznek kitett idegsejteken, hozzdjarulhat az Alzheimer koér patofizoldgidjanak

pontosabb megértéséhez.

Dolgozatomnak ebben a részében sikeriilt bizonyitani, hogy 30 percig tarté 0,5 mM H20>-os
kezelés indukélta oxidativ stressz egy gyors és ideiglenes O-glikozilacios emelkedést okoz SH-
SYS5Y neuroblasztoma sejtekben. Kimutattuk, hogy a fehérjék O-glikozilaciés mdédosuldsanak
dinamikus véltozasaval ellentétes médon viselkedik a tau foszforildci6 a [Ps!®?] illetve PHF-1
helyeken az oxidativ stresszt kovetd regenercids periddusokban. Osszegezve, tigy véljiik az
O-glikozil4cids szabdlyozds egy fontos mechanizmus a stressz adaptacidban és feltételezhetd,
hogy a fehérjék O-glikozildciés mdédosuldsa része egy olyan komplex rendszernek, amely nem

csak az akut hatdsokat, hanem a krénikus patofiziol6gidji eseményeket is befolydsolhatja.
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IV.2. O-GLIKOZILACIO MODOSULASA HUMAN
FEHERVERSEJTEKBEN AKUT TESTEDZEST KOVETOEN

IV.2.1. EREDMENYEK
1V.2.1.1. Testedzés hatdsa a humdn vérmintdkbol mért klinikai paraméterekre

Onkéntesek vérmintdibl szdmos biokémiai paramétert analizdltunk, ionokat, anyagcsere
paramétereket, intracelluldris és gyulladdsos markereket, valamint sejtes elemeket, amelyeket
az 5. tablazat foglal ossze. A kora reggeli, éhgyomri vérvételi mintakbol mért Osszes
paramétert normél tartomdnyon beliil taldltuk. A nyugalmi periédus, és a testedzés elotti
mintdkbdl mért paraméterek Osszehasonlitva szignifikdns kiilonbséget nem taldltunk. A
nyugalmi periddus két vérvételébol mért egyes paraméterek (inzulin, triglicerid, albumin és
kreatinin) tekintetében, fizikai aktivitds hidnydban is jelentOs véltozdsokat taldltunk. Ezek a
véltozasok, bér statisztikailag szignifikdnsak voltak, betudhatdk a napi ingadozasnak (albumin,
kreatinin) illetve a standardizalt reggeli metabolikus, posztprandidlis hatdsdnak. Akut testedzést
kovetden a két vérvételbdl mért értékek kozott szdmos szignifikdnsan emelkedett paramétert
taldltunk: emelkedett a foszfat, laktat, kreatinin, laktat-dehidrogendz (LDH), albumin szint
illetve fehérvérsejtszam, limfocita és trombocitaszdm. A napi ingadozdsok illetve a
posztprandidlis hatdsok kizardsa érdekében a napkodzbeni véltozdsokat Osszehasonlitottuk a
nyugalmi periédusban és a testedzési részben tapasztalt napkdzbeni valtozasokkal.
Megallapitottuk, hogy a nyugalmi periédushoz viszonyitva testedzés kovetkeztében
szignifikans valtozasok kovetkeztek be a gliikoz (atlagos napi véltozas: 27,2% vs.-7,9%), laktdt
(51,5% vs 5%), kreatinin (32% vs -9,6) foszfdat (37,5% vs. -6,3%) szintekben, illetve a
fehérvérsejtszam (27,6% vs 1,3%), a limfocita (44,5% vs. -4,4%) és a trombocita (17, 3% vs
7,1%) értékekben.
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Nyugalmi periodus Testedzés Meérték.
Elotte Utana Elétte Utana egység
Natrium 140,7 = 1,1 140,2 + 1,1 141,4+1.2 142,0+1,3 mM/1
Kalium 43+0,3 4,6 0,2 4,3+0,2 42 +0,2 mM/1
Klorid 97,8 £ 1,6 98,2 +1,3 101,6 £2,8 99,8 +2,7 mM/1
Foszfat 1,2+0,1 1,2+0,1 1,1£0,2 1,503 *#% mM/1
Inzulin 40,0 £8,0 59,5+9,3 * 54,0 £ 29,6 51,9 +389 mU/1
Laktat 1,4+0,5 1,4+04 1,3+£04 6,9+1,7*#% mM/1
Gliikéz 52+0,3 48+0,7 5,1+04 6,4+1,6 mM/1
Bilirubin 13,7 £ 6,7 13,5+7,2 14,8 +7.8 13,7+ 7.8 uM/1
Karbamid 5,6 1,6 52+14 54+13 52+1,1 mM/1
Kreatinin 86,5 +9,6 78,2+9,3 * 77,5+6,3 1022+7,0*#% | uM/
Hugysav 319,7£53,5 | 302,7£59,6 314,2 +£40,8 355,0+47,4 uM/1
Koleszterin 4,7+0,7 4,9 +0,7 4,7+0,7 4,8 +0,7 mM/1
Triglicerid 1,2+04 1,9+04 * 1,3+£0,3 1,5+0,5 mM/1
LDH 318,0+32,9 | 336,5+56,9 318,5+26,2 | 380,5+33,2*% U/
Alkalikus foszfatdaz| 63,2 + 10,6 67,0+ 11,7 74,1 £ 15,4 77,0 £13,0 U/l
Kreatin-kindz 179,3 + 81,0 183,8 + 75,1 196,5 + 82,3 229,8 + 90,6 U/
Osszfehérje 74,0 £22 76,3 £2,6 75,71 +4,0 78,0 +£2,7 g/l
Albumin 48,8 +2,0 51,0+£1,9 * 494 +29 51,9+23*% g/l
C reaktiv protein 0,7+0,3 0,7+0,3 0,5+0,2 0,6 +0,3 mg/l
Fehérvérsejtszam 6,3 +0,8 6,4+1,1 6,6 +1,0 84+1,4*#% G/l
Neutrofil 3,0+£0,7 33+£1,0 32+0,8 39+0,9 G/l
Limfocita 2,3+0,3 2,2+0,3 2,5+0,3 3,607 *# G/l
Monocita 0,4+0,1 0,4+0,0 0,4+0,1 0,5+0,1 G/l
Eozinofil 0,3+0,3 0,2+0,3 0,3+0,3 0,2+0,3 G/l
Bazofil <0,1+0,0 <0,1 +£0,0 <0,1 £0,0 <0,1+0,0 G/l
Vorosvértest 54+0,2 54+0,2 5,2+0,3 5,3+0,3 T/1
Hemoglobin 1543 +7,4 155,5 + 10,7 152,0+9,4 155,9+9,2 g/l
Hematokrit 47,1 £2,0 46,9 £ 2,7 46,9 £ 2,6 46,3 £2,2 %
Trombocita 220,8 £17,5 | 236,8 £24,1 2332+19,3 |273,7+£30,5*#%| G/

5. tabldazat. Biokémiai és vérkép paraméterek onkéntesek nyugalmi periodus és testedzés elotti

és utdni vérvételeibdl. Az adatok dtlagai £ SD (n=6), *p<0,05 nyugalmi periodus elottihez

képest, *p<0,05 nyugalmi periédus utdnihoz képest, *p<0,05 testedzés eldttihez képest.

Kétutas ismétlodo ANOVA-t haszndltunk a vdltozdsok értékeléséhez, a pdrhuzamos
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10. abra. Onkéntesek vérmintdinak és vérsejt paramétereinek dtlagos vdltozdsa nyugalmi
periodusban, testmozgds elott illetve testmozgdst kovetoen. A. dbra: A metabolizmusra és a
prekondiciondlds mértékére vonatkoztatott szérum biokémiai paraméterek dtlagos napi
ingadozdsai nyugalomban (nyitott oszlopok) illetve a testedzést kovetden (fekete oszlopok). B.
dbra: A vérkép paraméterek napkozbeni ingadozdsainak dtlagai nyugalmi periodusban vett
mintdkban (nyitott oszlopok) vagy a testmozgds utdn (fekete oszlopok). A nyugalmi periodus
vagy a testedzés utdni relativ vdltozdsokat a megfeleld, , elotte” értékek szdzalékdban fejeztiik
ki. Az adatok dtlag +SD, *p<0,05 a nyugalmi periddushoz képest.
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1V.2.1.2. Izoldlt mononukledris sejtek O-glikozildciés mintdzata testedzés utin

Az elbkisérlet valamint a standardizalt koriilmények onkénteseinek K-EDTA-val antikoagulalt
vérmintdib6l Histopaque-1077 oldattal mononukledris sejteket izoldltunk. Western blot
modszerrel a mintdkbol az O-glikozildlt fehérjék mennyiségét és mintdzatiat vizsgaltuk
CTD110.6 és RL2 anti-O-glikozildcids antitestek segitségével aktinra normalizdlva. Az
elOkisérlet onkénteseinél 75 kD magassdgban 1évo fehérjék esetében O-glikozilacié emelkedés

figyelhet6 meg a testedzés utani mintakban (11. abra).

CTD110.6
Onkéntes #1 Onkéntes #2 Onkéntes #3

250 kD F3
150 kD "
100 kD

750 *ow ST el s

50 kD
Elstte  Utana Elstte  Utana Elstte Utana
anti-aktin

11. abra. Eldkisérletben résztvevd dnkéntesek testedzés eltti és utdni izoldlt
Jehérvérsejtjeinek CTD110.6 antitesttel jelolt O-glikozildcios mintdzata. 75 kD magassdgdban
emelkedett fehérje O-glikozildcios vdltozds ldthato (nyilak).

A standardizalt koriilmények kozott végzett testedzés résztvevoinél varakozasoknak
megfelelden nem taldltunk szignifikans eltérést a nyugalmi periddusokban. Amint az a 12.
abran is lathaté a 2 mérfoldes futast kovetden (85 + 51% -os emelkedést mutatott, p<0,05)
szignifikans O-glikozilaciés novekedést taldltunk az edz€s eldtt gylijtdtt mintdkhoz képest (16

+ 9% -os novekedés).
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12. abra. Standardizdlt koriilmények onkénteseinek izoldlt leukocitdiban vizsgdlt O-
glikozildcio emelkedés testedzés hatdsdra. Bal oldalon: Western blot analizis RL2 anti-O-
glikozildcios és anti-aktin jeloléseket kdvetoen nyugalmi periodusban illetve testedzésnek
kitett izoldlt fehérvérsejtek fehérjekivonataibol. Jobb oldalon: RL2-festés denzitometrids

analizise. Minden adatponton hat kiilonbozd egyén mintdjdanak dtlaga ldthato. A nyitott

oszlopok az ,,eldtt mintdk dtlag + SD értékét, mig a fekete oszlopok az ,,utdn”

mintdk dtlag +

SD értékét jelzik. *p<0,05 a testmozgds eldttihez képest.

1V.2.1.3. O-glikozildacio vizsgdlata Jurkat sejtekben kiilonbozo kezeléseket kiovetien

Jurkat sejteket az elOkisérletben résztvevd onkéntesek testedzés el6tti és utani 0sszegyljtott

human szérumdval, kiillonb6z6 koncentraciéju tejsavval és epinefrinnel inkubaltuk 1 6éran at

illetve IL-6-al 1 és 6 6ran keresztiil. A kezelt sejtekben feltards utan western blot médszerrel a

fehérjék O-glikozilaltsagit CTD110.6 antitesttel vizsgaltuk. Bels6é kontrollként poliklonalis

anti-aktin antitestet hasznaltunk. Bér szignifikéans eltérést egyik esetben sem talaltunk, diszkrét
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O-glikozilacié emelkedés volt megfigyelhetd a humén testedzés utdni szérumok alkalmazasa

esetén (13. abra).
CTD110.6
250 kD .-
150 kD
—_—— d/h
100 kD
— I — — | ————

75 kD

50 kD
$ L i o i
& &
anti-aktin

13. abra. Testedzés elétti és utdni humdn szérummal kezelt Jurkat sejtek O-glikozildcids
vdltozdsdnak detektdldsa CTD110.6 antitesttel. Diszkrét O-glikozildcios emelkedés ldthato a
testedzés utdani humdn szérummal kezelt mintdkban (nyilak).

1V.2.1.4. O-glikozilacié6 médosuldsdnak vizsgdlata fehérvérsejt alpopuldciokban dramldsi

citométerrel

Fehérvérsejt alpopulaciok O-glikozildltsaganak megéallapitisa céljabol standardizalt
koriilmények oOnkénteseinek testedzés el6tti illetve utdni izoldlt és fixdlt fehérvérsejtjeit
fluoreszcens RL2 anti-O-glikozilacids antitesttel jeloltiik és dramlasi citométerrel vizsgéltuk.
Negativ kontrollként ugyanezen mintdkat az elsddleges antitest kihagyasaval is megjeloltiik.
Amint az 14A. abran is lathat6 a FSc illetve SSc fényszoras segitségével a sejteket méretiik és
szemcsézettségiik alapjan harom kiilonb6z6 csoportba sorolhatjuk, granulocitdkat, limfocitdkat
és monocitdkat kiilonitve el. igy a 3 sejtpopuldciéban az O-glikozilaciés szinteket kiilon-kiilon
is tudtuk elemezni a FL1 fluoreszcens csatorna segitségével (14B. abra). A granulocita

sejtcsoportokon hasonlé O-glikozildcids szinteket mértiink testedzés eldtt illetve utan (relativ
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fluoreszcencia: 1,0 £ 0,1 vs 1,1 £0,16,), mig a limfocitak (relativ fluoreszcencia: 3,1 £ 0,26 vs
3,8 £ 0,34, p <0,05) és monocitdk (relativ fluoreszcencia: 4,2 + 0,25 vs 5,3 + 0,48, p <0,05)
esetében szignifikdns jobbra toléddst detektdltunk testedzés utdn. Munkdnkban taldlt
egyértelmi limfocitaszdm emelkedés a testedzés utan (2,3+0,5 G/1 vs 3,2+0,8 G/1, p<0,05) tobb
O-glikozildlédott sejtet tartalmazé limfocita csoport jelenlétére utalt a vérkeringésben. Ezt a
feltevést igazolta a FL1 csatorndval kapott hisztogramon a limfocitdk Gauss gorbe szerinti

eloszldsa is mind testedz€s el6tt, mind pedig testedzés utan (14C abra).
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14. abra. Aramldsi citométerrel detektdlt O-glikozildcid vdltozds a fehérvérsejt
alpopuldciokban testedzés utdn. A. dbra. A FSc (x tengely) valamint a SSc (y tengely)
fiiggvény alapjdn granulocitdk, limfocitdk és monocitik besoroldsa. B. dbra. Az O-glikozildlt
sejtek relativ FLI fluoreszcens szintjei. A nyitott oszlop a testmozgds elotti, mig a fekete
oszlop a testmozgds utdni dllapotot mutatja. A kiinduldsi értékhez az edzés elott Osszegytijtott
granulocitdk dtlagos fluoreszcencia szintjét vdlasztottuk ki negativ kontrollok hdttérként valo
kivondsa utdn. Az adatok az dtlaga + SD, *p<0,05 testedzés elottihez képest. C. dbra. A
Jfehérvérsejtek 3 alpopuldciojdnak O-glikozildcios festésének dbrdzoldsa egyenként kiilon-
kiilon hisztogramon. A testedzés elotti sejtek eloszldsdt sotét hisztogramok, a testedzés utdni
eloszldst vildgos hisztogramok dbrdzoljdk.
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IV.2.2. MEGBESZELES

Dolgozatom masodik felében vizsgdlatunk célja volt egyszeri fizikai aktivitds akut hatdsainak
tanulmanyozdsa az O-glikozilacio és izoldlt humén leukocitdk kapcsolataban. A fizikai aktivités
egy 2 mérfoldes futé gyakorlatot jelentett, olyan id6tartam alatt, mely sordn a testedzés nem
haladta meg a résztvevok adapticios kapacitdsat. A hormonadlis variabilitds zavard hatdsainak
csokkentése érdekében a kisérletbe kizdrdlag férfi onkénteseket vdlogattunk be. A nyugalmi
periddusban valamint testedzés eldtt és utan gytijtott vérmintakbol a prekondiciondlas mértékét
igazol6 markereket, ionokat, metabolikus és gyulladdsos markereket mértiink. Az O-
glikozilacids szintek valtozasanak detektalasdhoz fehérvérsejteket izolaltunk.
Prekondiciondlasra érzékeny biokémiai markerek (kreatin-kindz, LDH) szintje testedzés utan
nem mutatott szignifikdns emelkedést. Az IL-6 szintek is - amelyekrél ismert, hogy a
testmozgassal ardnyosan emelkednek- referencia tartomanyon beliil maradtak. Az edzés utani
laktatszintek alapjan feltételezhetd volt, hogy a fizikai terhelés megkozelitdleg megfelelt azon
allapotnak, ahol az aerob-anaerob atalakulds torténik (~4 mM laktat) [134].

Izolélt fehérvérsejtekben az O-glikozilacids valtozdsokat detektaltuk testmozgds eldtt és utdn
Osszehasonlitva a nyugalmi periddussal. Vizsgdlataink sordn jelentds O-glikozilacié
emelkedést észleltiink a testmozgds utdni mintdkban a testedzés elSttihez képest. Aramldsi
citometria segitségével igazoltuk, hogy az elkiilonitett fehérvérsejt alpopuldcidkban az O-
glikozilaciés szintek novekedéséért elsdsorban a limfocitdk, kisebb mértékben a monocitdk
voltak felel6sek, mig a neutrofil granulocitdk O-glikozildcids szintje viszonylag véltozatlan

maradt.

Mint tudjuk, az O-glikozilacié egy védo intracelluldris mechanizmus tobb kiilonboz6 tipust
stresszorral szemben, mint a hipoxia, oxidativ stressz, hdsokk és ozmotikus kihivasok [70],
illetve prekondiciondlasi folyamatokban is részt vesz. A stressz indukélta O-glikozilacié
szamos kovetkezménnyel jarhat, befolydsolhatja a transzkripciot, novelve a HSP-k
expressziojat, foszforilacios jelatvitelt vagy a fehérjék lebomlasat [63,135], ugyanakkor képes
a stressz okozta intracelluldris szabad kalcium szint emelkedésének kdros hatdsait is kivédeni
[136]. Szamos kutatdcsoporthoz hasonléan [103,110,136], akut oxidativ stressz hatdsat
vizsgélva korabbi kutatasainkban mi is azt talaltuk, hogy az O-glikozilaci6 képes perceken beliil
megemelkedni [137], javitva a sejtek tdlélését. Azonban a legtobb ilyen irdnyu kutatast foként
allati szivizomon végezték. A human vérmintabdl izolalt immunsejtek, az O-glikozilacio és a

fizikai aktivitds egyiittes kapcsolatit ez iddig nem vizsgaltdk. Bar kordbban maér végeztek
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kisérleteket egészséges férfiak teljes vérmintdibol az O-glikozilacié és az aerob kapacités
(VOacsics)  kozotti kapesolat tanulmanyozdsa végett, azonban ezeket a mintdkat csak

nyugalomban 1év6 egyénektdl gylijtve, nem taldltak szignifikdns Osszefiiggést [138].

Irodalmi adatokbdl ismert, hogy az immunrendszer nem csak fizikai aktivitds 4ltal
befolydsolhat6, hanem része a szisztémads adapticidnak és egyben vdlaszreakcio is a fizikai
kihivasokra [139]. Edzés sordn koriilhatdrolt gyulladdsos vélasz alakulhat ki az izmok
mikrokdrosoddsa, csokkent véraramlds kovetkeztében a bakteridlis transzlokacié vagy a
kozvetlen oxidativ stressz hatdsa révén [140,141]. ugyanakkor az aktivalt leukocitik és a fellép6
gyulladésos vélasz eldsegitheti a gyogyuldst és regeneracidt [141,142].

A fizikai aktivitas egyik korai kovetkezménye a fehérvérsejtek demarginécidja €s a leukocitozis
[143,144]. Ennek fényében az onkéntesek vérmintdiban tapasztalt fizikai aktivitds utani kering6
leukocitdk szdmanak szignifikdns novekedése varhaté eredmény volt és jol korreldlt a korabbi
kutatdsokban leirtakkal [144,145]. Eredményeinkbdl jol latszik, hogy a testedzés kihat az
immunrendszer mitkodésére, azonban a folyamat hétterében zajlé molekularis mechanizmusok
nem teljesen tisztazottak. Szadmos tényezo befolyasolhatja a testedzé€s immunmodulalé hatésat,
mint a testedz€s hossza, intenzitdsa, aerob vagy anaerob jellege és a kordbbi edzettségi allapot
[146,147]. Bizonyitott, hogy a megerdltetd gyakorlatok végzése, amit a test ugyan még
nehezen, de képes tolerdlni, immunszuppresszidhoz vezethet, mig a mérsékelt testedzés eldnyods
az immunrendszer szdmara és csokkentheti a fert6zések el6forduldsat [139,148]. A kiilonbség
a testedzés pro- és anti-inflammatorikus hatasai k6zott nem egyértelmi, egyfajta dinamikus

egyensulyként foghato fel, amely szdmos jelatviteli folyamat kovetkezménye [146].

Tudva, hogy az O-glikozilacids moédosulds a stresszvalasz rendszer része, kisérleteinkben
foként arra kerestiik a valaszt, hogy az O-glikozilaci6é hogyan befolyésolja az immunvalaszt a
testedz€s sordn. Igazolt, hogy az O-glikozilacié gyulladdsos vdlaszokban is részt vehet [149—
153], de pontos szerepe €s funkcidja a gyulladdsos folyamatok szabilyozasban még nem
tisztazott [127,154]. Az O-glikozilacié az immunsejtek aktivdléddsdnak szamos jelatviteli
elemét moduldlhatja; példdul. a NF-xB nuklearis transzlokéicidjat, amely kulcsfontossagi
transzkripcids szabdlyozé faktor az immunvélaszokban. O-glikozildciés mdédosuldsi helyeket
tartalmazva, az O-glikozilaci6 képes ezaltal aktivalni [150,155,156], de ugyanakkor gatolni is
[151,152,157]. Ennek az ellentmonddsos eredménynek oka feltehetdleg a NF-xB O-
glikozilacids és foszforildcids helyei kozotti komplex kolcsonhatds. A sejttipustol, a stressz

idétartamatdl, jellegétdl és intenzitasatdl fiiggden kiilonbozd poszt-transzlacids mintidzatok
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alakulhatnak ki a NF-kB-ben, és ennek kovetkeztében killonb6z6 eredményeket is
produkélhatnak.

Annak ellenére, hogy az O-glikozildciés médosuldsnak a szerepe az immunsejtekben még nem
teljesen tisztdzott, az eddigi adatok azt mutatjdk, hogy az O-glikozildci6 emelkedése
fehérvérsejtekben egy gyors és mérhetd valaszfolyamat [111,158]. Munkdnkban sikeriilt
igazolni, hogy a fehérvérsejtek O-glikozilacids szintje akut stressz, azaz testedzés hatdsara
emelkedik. Kisérleteink sordn haszndlt mddszerekrdl (western blot, dralmdsi citometria)
kordbbi tanulmanyokban mar igazoltdk, hogy alkalmasak a fehérvérsejtek O-glikozilacids
szintjeinek mérésére és értékelésére [159-161]. Mig western blot technikdval csupdn a
fehérvérsejtek éltalanos O-glikozildltsagi mintazatat detektaltuk, addig az dramlasi citometria
lehetdvé tette a leukocita alpopulacidk elkiilonitését és O-glikozilaltsagi allapotuk kiilon-kiilon
meghatarozasat. Ez utobbi mddszer hatrdnya, hogy a granulocita, monocita és neutrofil
populécidk elkiilonités FSc és SSc szorddas alapjan torténik. Eredményeinket a jovoben O-
glikozilacids fehérjék és olyan specifikus leukocita sejtfelszini markerek egyideji jelolésével

szeretnénk megerdsiteni, mint CD45, CD3, CD19, CD4, CD8, esetleg CD56.

Mivel az O-glikozilacid, nem csak a celluldris stresszvélaszban jatszik szerepet, hanem UDP-
GlcNAc szubsztrit révén direkt kapcsolatban 4ll a metabolizmussal is, ezért a metabolizmust
érintd valtozasok (akar stressz, akar prekondiciondlas) kozvetitésében logikus valasztasnak
tiinik. Tovabbi kérdésként felmeriilt, hogy a testmozgds sordn bekovetkezd valtozasok (hipoxia,
emelkedett gliik6z szint, acidézis, miokinek, IL-6) koziil, melyek okozhatjak az O-glikozilacié
emelkedést. Az O-glikozilacié emelkedés kozvetlen aktivatora kisérleti bedllitdsainkb6l sem
deriilt ki. El6zetesen kiilon vizsgalva Jurkat sejtekben az egyes komponensek (tejsav, epinefrin,
IL-6) O-glikozilaciora kifejtett hatasat, szignifikans eltéréseket egyiknél sem észleltiink. Ezek
alapjan arra a kovetkeztésre jutottunk, hogy tobb fizikai és biokémiai t€nyez6 egyiittes hatdsa
szitkséges az O-glikozilaci6 jelentés emelkedéséhez. Agonistdk, mint az epinefrin és az
angiotenzin II [136] és/vagy az oxidativ stressz [137] nagy valdszinliséggel felelosek a
tanulmanyunkban megfigyelt O-glikozilacié emelkedéséért, de eddig nem 4ll rendelkezésre
olyan leukocitdkon vagy leukocita eredeti sejteken végzett kisérleti bizonyiték, mely ezt

megerdsithetné.

Bizonyitott, hogy mérsékelt intenzitasi edzés alatt, a vér gliikkéz szintje viszonylag stabil
maradhat, mig az izmok gliik6z felvétele a testmozgds sordn megndvekedhet, ezt a folyamatot
a m4j fokozott gliik6z termelése egyenliti ki [162]. A vércukorszint ingadozasa elfogadhat6

magyardzat lehetne az O-glikozilacids szintekben mért valtozdsokra. Ismert ugyanis, hogy a
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hipoglikémia paradox moédon névelheti az O-glikozilaciét [163], azonban kisérletiinkben a
futdst kovetden mért plazma gliikéz értékek - a nagy egyéni véltozasok ellenére is - csak kissé
novekedtek. A legtobb tanulmany azonban a hiperglikémia hatdsit sokkal magasabb gliik6z
koncentraciéndl (25-30 mM) vizsgélta. Kutatdsi eredmények igazoljdk tovabbd, hogy
mérsékelten emelkedett gliikkdz szint (~1 mM emelkedés) az O-glikozilaci6 szintjét csak hosszi

tava koriilmények (pre-diabétesz) kozott novelte [159,164].

Osszefoglalva, munkédnkban sikeriilt kimutatni, hogy egyszeri testmozgast kovetden emelkedik
a fehérjék O-glikozilacios szintje fehérvérsejtekben is. Azt is igazoltuk, hogy a valtozas nagy
része a limfocitdkat érinti, mig a granulocitdk viszonylag véltozatlanok maradtak. Bar a
leukocitdkban az O-glikozilacié komplex folyamatidnak megértése tovabbi vizsgalatokat
igényel, eredményeink segithetnek az O-glikozilacié stressz adapticiés mechanizmusokban
betoltott szerepének tisztdzasaban. A mechanizmus ismeretétdl fiiggetleniil az O-glikozilacié
mérése human mintdkban hasznos kiegészitdje lehet a laboratériumi diagnosztikanak; példaul
alkalmas lehet sportoldk fizikai dllapotfelmérésére vagy metabolikus szindrémds betegek

szurésére.
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V. UJ EREDMENYEK TETELES OSSZEFOGLALASA

Kutatémunkdm sordn az O-glikozilacio €s akut stressz kapcsolatat vizsgéltuk sejtkultirdkban

illetve izolalt human leukocitakban.

Humaén neuroblasztéma sejtvonalon 30 percig haté hidrogén-peroxidos kezelést kovetéen a

kovetkezoket talaltuk:

* A fehérjék O-glikozildcids szintje a kezelést kovetd 2-4 Ordban szignifikdnsan
emelkedett a kontrollhoz képest, majd a regeneraciés periddus végén kozel a kiindulasi

szintre tért vissza.

* Az O-glikozilacié és foszforilacié kozotti kolcsonhatast tau ellenes antitestekkel
vizsgaltuk. A foszfospecifikus [Ps!*’] és PHF-1 tau fehérjék foszforildcids szintje az O-
glikozilaci6val ellentétes irdnyd dinamikdt mutatott, mig [Ps??] tau fehérjék szintje az
O-glikozilaciéval parhuzamosan emelkedett, majd 24-72 ora elteltével az kiindulasi

szintre csokkent.

* Az O-glikozildci6 szabdlyozdsaban résztvevd enzimek koziil a GFAT és OGT mRNS
expresszids szintjét vizsgilva az O-glikozildcibhoz hasonlé emelkedést taldltunk

stressz utani regeneracios periddus 2-4 orajaban.

Rovid ideig tarto fizikai aktivitas és O-glikozilacié kozotti kapcsolatot tanulmanyozva human

vérmintdkon az aldbbi eredményekre jutottunk:

* Testedzést kovetden mért biokémiai paraméterek koziil szignifikdns véltozasokat
taldltunk a nyugalmi periédushoz viszonyitva a gliikkéz, laktat, foszfat, kreatinin

szintekben.

* Izoldlt human fehérvérsejtekben szignifikdnsan emelkedett O-glikozildcids szinteket

detektaltunk a testedzést kovetden.

* Fehérvérsejtek harom alpopulicidjanak O-glikozilaltsagi 4llapotat kiilon-kiilon
vizsgélva szignifikdnsan emelkedett O-glikozilaciot taldltunk a monocitdkban és

limfocitakban testedzést kovetOen.
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Abstract

O-linked p-N-acetlyglucosamine or 0-GIcNAc modification is a dynamic post-translational modification occurring on the Ser/Thr residues of
many intracellular proteins. The chronic imbalance between phosphorylation and 0-GIcNAc on tau protein is considered as one of the main hall-
marks of Alzheimer’s disease. In recent years, many studies also showed that 0-GIcNAc levels can elevate upon acute stress and suggested that
this might facilitate cell survival. However, many consider chronic stress, including oxidative damage as a major risk factor in the development
of the disease. In this study, using the neuronal cell line SH-SY5Y we investigated the dynamic nature of O-GIcNAc after treatment with 0.5 mM
H,0, for 30 min. to induce oxidative stress. We found that overall 0-GIcNAc quickly increased and reached peak level at around 2 hrs post-
stress, then returned to baseline levels after about 24 hrs. Interestingly, we also found that tau protein phosphorylation at site S262 showed
parallel, whereas at S199 and PHF1 sites showed inverse dynamic to 0-Glycosylation. In conclusion, our results show that temporary elevation
in 0-GlcNAc modification after H,0o-induced oxidative stress is detectable in cells of neuronal origin. Furthermore, oxidative stress changes the
dynamic balance between 0-GIcNAc and phosphorylation on tau proteins.

Keywords: 0-GIcNAc e oxidative stress e stress response e Alzheimer’s disease e tau phosphorylation

Introduction

Cells maintain their intracellular milieu within a quite narrow range.
This is a dynamic equilibrium which stabilizes the cells’ internal envi-
ronment in response to the alterations of external conditions. Cells
exposed to any damage react with a complex mechanism called
stress response which varies by the actual tolerance level of the given
cell type and the duration and severity of the stress [1]. When the
impairment of the cells does not cause immediate cell death (necro-
sis), the cells may recover and adapt to the changed environment [2].
When complete adaptation is not possible, stress response will
include hypertrophy, hyperplasia, atrophy and metaplasia or activa-
tion of death signalling pathways: apoptosis, necrosis or autophagy
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© 2016 The Authors.

cell death [1, 3, 4]. Not surprisingly, dysfunctions of the adaptive
mechanisms play an important role in many diseases such as ischae-
mia, diabetes, atherosclerosis, neurodegenerative disorders and
tumours.

Stress response induces and regulates a variety of intracellular
adaptive mechanisms ranging from receptor binding, signal transduc-
tion, gene transcription to protein synthesis [5]. These mechanisms
contribute to the survivability of the cells by controlling cell cycle,
repairing/stabilizing functional proteins, removing of damaged mole-
cules, mobilizing stored resources and modifying metabolic pathways
[3, 6, 7]. Cellular proteins are regulated in these processes at multiple
levels; altered protein degradation (e.g. activation of caspases) or
synthesis (transcriptional changes, unfolded protein response) and
functional changes [8-10]. Post-translational modifications such as
phosphorylation, glycosylation and acetylation also play a critical role
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in these processes, as they can reversibly or irreversibly modify the
structure, the stability and the function of proteins [11].

Recently, several studies indicated the involvement of a special
post-translational modification in stress response: O-linked B-N-
acetylglucosamine or 0-GIcNAc modification [12, 13]. Upon
0-GlcNAc modification, a single N-acetylglucosamine is attached to
the hydroxyl group of serine or threonine moieties of cytosolic and
nuclear proteins [14]. This modification is a dynamic and reversible
process and was shown to impact so far more than 1000 cytoplas-
mic, nuclear and mitochondrial proteins such as NF-Kb, PI3-kinase,
endothelial nitric oxide synthase, O-GIcNAc transferase (OGT),
a-tubulin, c-myc and heat shock protein 70 [15, 16]. It plays a
critical role in the regulation of signal transduction, transcriptional
activity, cell-cycle regulation, protein degradation and glucose
metabolism [15]. Previous studies have shown that increased
0-GlcNAc has a protective role in acute stress, best characterized
in cardiac cells [17]. Recent findings suggest that O-GIcNAc is also
abundant in neuronal tissues [18] and it was shown that chronic
imbalance between 0-GIcNAc and phosphorylation on tau proteins
is a major element in the pathophysiology of Alzheimer’s disease
[19]. Although it was shown that O-GIcNAc is dynamic and is
induced by excitatory neuronal stimuli [18], the regulation of
0-GlcNAc during acute stress in neuronal cells is far from com-
pletely understood.

The aim of this study was to investigate the dynamic change in
0-GlcNAc in the neuronal cell line SH-SY5Y after Hy,0,-induced oxida-
tive stress. We found that intracellular O-GIcNAc rapidly elevated after
treatment with 0.5 mM H,0, for 30 min., reached peak level then
declined close to the basal level. Moreover, reciprocal relationship
between 0-GIcNAc and phosphorylation of tau protein after oxidative
stress was directly demonstrated. These findings suggest that the
pathophysiology of neurodegenerative diseases might be connected
to cellular stress adaptation mechanisms.

Materials and methods

Cell line and culture conditions

SH-SY5Y neuroblastoma cells (ATCC CRL-2266 human neuroblastoma)
were grown in a 1:1 mixture of EMEM and Ham’s F12 medium supple-
mented with 10% foetal bovine serum (FBS), 1% non-gssential amino
acids, penicillin (100 U/ml) and streptomycin (100 pg/ml). The cells
were incubated at 37°C, in 95% air-5% CO, atmosphere in a humidified
incubator. Subculturing was performed in every 2-3 days and fresh
medium was replaced 12-24 hrs prior to each experiment. The experi-
ments were performed on the cells at 80% or less confluency. Oxidative
conditions were chosen based on experimental set-ups found in the lit-
erature [20, 21] and our pilot experiments (data not shown). Our aim
was to decrease the viability to ~75% by the treatment. Thus, cells were
treated with 0.5 mM H,0, for 30 min. in serum-free medium to avoid
rapid H,0, degradation by antioxidants present in FBS. After the treat-
ment, the medium was replaced by complete medium and the cells
were incubated as described above for the following recovery times: 0,
30, 60 min. and 2, 4, 24, 48 and 72 hrs.
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Western blot analysis

The treated cells were washed twice in ice-cold PBS buffer and har-
vested in RIPA buffer [10 mM Tris pH 7.2, 100 mM NaCl, 1 mM
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 1 mM ethylene glycol-bis
(2-aminoethylether)-N,N,N’,N’-tetraacetic acid (EGTA), 0.1% SDS, 1%
Triton-X 100, 0.5% deoxycholate, 10% glycerol, protease inhibitor cock-
tail: 1 tablet/10 ml (Roche Applied Science, Penzberg, Germany)], kept
on ice for 30 min. and centrifuged for 10 min. at 4°C at 14,000 x g.
From the supernatant the total protein concentration was determined
using Bio-Rad Dc Assay Kit. Proteins were separated on 7.5% SDS-
PAGE and transferred onto polyvinylidene difluoride membranes (Milli-
pore, Billerica, MA, USA). The same amount of protein of each sample
was confirmed by SYPRO Ruby Protein Blot Stain (Bio-Rad, Hercules,
CA, USA) on the membranes. Blots were probed with the anti-0-GlcNAc
antibody CTD110.6 (monoclonal mouse IgM, 1:2000; Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) in 1% casein blocking buffer and followed with HRP
conjugated goat antimouse IgM (1:5000; Thermo Fisher Scientific, Wal-
tham, MA, USA). Blots were also probed with mouse (monoclonal) anti-
tau antibody (1:250) and rabbit (polyclonal) anti-tau [Ps'®°] phophos-
pecific antibody (1:1000; Thermo Fisher Scientific), rabbit (polyclonal)
anti-tau [Ps?®?] antibody (1:1000; Abcam, Cambridge, MA, USA) and
PHF1 (anti-tau Ps39¢/4%4) (1:200; gift from Dr. P. Davies, Albert Einstein
College of Medicine, Bronx, NY, USA) according to the manufacturer’s
protocol. The blots were developed using Femto chemiluminescent sub-
strate (Thermo Fisher Scientific) and the signal was visualized by Kodak
Image Station 2000R. Kodak 1D and ImageJ analysis software were
used to quantify the intensity of bands.

Cell viability test

Cells were lifted by trypsin and quickly washed 2x in ice-cold PBS.
Approximately 10° cells/sample were stained with Propidium lodide and
Annexin V-FITC according to the manufacturer’s instruction (BD
Pharmingen, Heidelberg, Germany). The fluorescence signal of Propid-
ium-lodide dye was detected at FL3 channel (620 nm), and FITC
Annexin V intensity was detected at FL1 channel (525 nm) with a
Cytomic FC 500 flow cytometer (Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA).
Defining the quadrants of dead cells (positive for propidium iodide) and
live cells (minimal staining for both Propidium lodide and FITC Annexin
V) was performed on control samples and identical boundaries were uti-
lized for all samples.

Intracellular ROS detection

Intracellular reactive oxygen species (ROS) levels were measured by flu-
orescence using CM-H2DCFDA (Thermo Fisher Scientific) fluorescence
dye as a ROS probe. SH-SY5Y cells were cultured as mentioned above.
Before the experiments, the cells were lifted from the flasks by 0.25%
trypsin/0.5 mM EDTA/PBS then immediately washed with pre-warmed
complete media to neutralize trypsin. Next, the cells were quickly
washed in Hank’s balanced salt solution (HBSS), and resuspended in
HBSS containing 1% bovine serum albumin, 1.2 mM Ca®*, 1.0 mM
Mg?* and 2 uM CM-H2DCFDA. Samples were incubated in the dark at
room temperature for 30 min. Cell suspensions were gently mixed
every 10 min. during the incubation to prevent the attachment to the
vessels’ wall. Following two wash steps to remove the excess of the
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fluorescence dye, the cells were resuspended in HBSS. Fluorescence
signal was measured at 25°C by F4500 fluorescence spectrophotometer
(Hitachi High-Technologies Europe, Krefeld, Germany) at excitation
wavelength of 490 nm and emission wavelength of 525 nm. Baseline
level of fluorescence was recorded for ~1 min. before the addition of
0.5 mM H,0, or vehicle. The relative level of ROS was expressed as F/
Fo values. Fluorescence signal was monitored for 10 min. following per-
oxide or vehicle treatment.

Real-time RT-PCR analysis

Total RNA was isolated from SH-SY5Y neuroblastoma cells using RNeasy
Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany). RNA quantity was determined using a
Nanodrop Implen Nanophotometer. Reverse transcription into cDNA was
performed with iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad). Pre-designed Tag-
Man assay (Roche Applied Science) was used to determine mRNA expres-
sion levels of human OGT and glucosamine-fructose-6-phosphate
aminotransferase (GFAT). As a reference gene, human porphobilinogen
deaminase (PBGD) was used. Amplification primers and hydrolysis probes
were designed using ProbeFinder software (www.universalprobelibrary.
com). Sequences of the forward and reverse primers of OGT were
5’-AGACGATGGCACAAACTTCC-3' and 5-ATCAGCTGCTTTTCCATTGC-3',
the hydrolysis probe was UPL #29. Sequences of the forward and reverse
primers of GFAT were 5'-TGAGATTGGTGTGGCCAGTA-3" and 5'-GGCAAA-
CATCACAAGGGATAC-3’, the hydrolysis probe was U PL #20. The
sequences of the reference gene PBGD were as follows: sense 5'-TGCCA-
GAGAAGAGTGTGGTG-3, antisense 5-AGCCGGGTGTTGAGGTTT-3/, the
hydrolysis probe was UPL #24. Real-time PCR was performed in a Light-
Cycler® thermal cycler (Roche Applied Science). Each reaction was per-
formed in a 20 ul volume, using the LightCycler Tagman Master Mix
(Roche Applied Science). Both target and reference genes were amplified
with efficiencies near 100% and within 5% of each other. For the relative
gene expression analysis, the 2AACt (Livak) method was used. The
expression level of the gene of interest was compared with the level of
PBGD in each sample.

Immunofluorescence microscopy

Cells were grown on coverslips and after oxidative stress/recovery
treatments they were washed twice in ice-cold PBS. Next, the cells
were fixed in 10% PBS-buffered formaldehyde for 30 min. at room
temperature, subsequently washed with PBS. To avoid formaldehyde
autofluorescence, the coverslips were quenched with 50 mM ammo-
nium chloride for 10 min. Cells were permeabilized with 0.1% Triton-
X 100 for 5 min. Non-specific sites were blocked with 5% bovine
serum albumin (Sigma-Aldrich) in PBS for 5 min. and then the cov-
erslips were incubated at room temperature with CTD110.6 mono-
clonal antibody for 30 min. at a dilution of 1:100 in 5% BSA/PBS.
After rinsing three times with PBS, the samples were incubated with
Alexa Fluor 594 goat antimouse IgM secondary antibody (1:200;
Thermo Fisher Scientific) for 30 min. in dark. Nuclei were counter-
stained with Hoechst dye at a dilution of 1:5000 for 15 min. at room
temperature. Finally, coverslips were mounted with Vectashield (Vec-
tor Laboratories, Burlingame, CA, USA) mounting medium. Image
acquisition was performed with a Zeiss Axiovert 35 (Carl Zeiss
Microscopy GmbH, Jena, Germany) inverted fluorescent microscope
with CellD (Olympus, Tokyo, Japan) software.

© 2016 The Authors.
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Data analysis

Data are presented as means + S.E.M. throughout. Comparisons were
performed with repeated measures one-way anova and statistically sig-
nificant differences between groups were defined as P < 0.05 and are
indicated in the legends of figures.

Results

Effect of treatment with 0.5 mM H,0, for 30 min.
on cell survival

We have used H,0, to expose SH-SY5Y neuroblastoma cells to
oxidative stress. Figure 1A shows that the addition of 0.5 mM H,0,
markedly increased the level of intracellular ROS as measured by
the ROS sensitive fluorescent dye CM-H2DCFDA. To simulate acute
oxidative stress and subsequent recovery, we exposed the cells to
0.5 mM H,0, for 30 min. and then carefully washed out the oxida-
tive agent from the medium to allow the cells to recover (Fig. 1B).
Intracellular ROS levels were also assessed at various timepoints
(1-6 hrs) after the removal of H,0, from the media, but no signifi-
cant difference could be found between control and H,O,-treated
cells (data not shown). Next, the cells were incubated under normal
growth conditions for up to 72 hrs. The damage caused by oxida-
tive stress was fully apparent at 24 hrs after the treatment (the ratio
of dead cells increased to 22.6 (£7.3) % compared to 6.7 (£2.5)
% of the control). The ratio of dead cells did not increase any fur-
ther (22.3 (+7.1) % and 15.8 (+5.0) % after 48 and 72 hrs,
respectively).

Immunofluorescence microscopy reveals
dynamic changes in protein 0-GlcNAcylation

To assess the effect of oxidative stress induced by 30 min. treatment
with 0.5 mM H,0, on protein 0-glycosylation, SH-SY5Y cells were
formalin fixed and labelled with anti-0-GIcNAc monoclonal antibody
(CTD110.6) after exposing them to conditions analogous to the cell
survival experiments. Figure 2 shows control and stress-exposed
cells after various recovery times. Similar to other cell types, SH-
SY5Y cells showed abundant, diffuse granular cytoplasmic CTD110.6
positivity. Whereas each cell seemed to increase its overall 0-GIcNAc
levels upon stress, we found some very intensely labelled cells that
also appeared to have more compact and round-shaped morphology.
Based on Hoechst nuclear counterstaining, these cells were either
mitotic cells or apoptotic cells, the latter more frequently appearing in
the late post-stress phase (data not shown). Fluorescence intensity
was averaged for all experimental conditions and is summarized in
the bar graph shown at the right of Figure 2. Although no significant
increase in intensity was observed at 2 hrs compared with control,
we found significant changes within stress-exposed cells as recovery
time progressed.
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Fig. 1Effect of moderate oxidative stress on cell viability. (A) Intracellular ROS levels measured by ROS sensitive fluorescent dye CM-H2DCFDA.
SH-SY5Y cells were treated with either 0.5 mM H,0, or vehicle (control) starting at 0 sec. and the change in fluorescence signal was recorded for
500 sec. Representative curves of relative fluorescence (F/Fp) are shown on the left, whereas the average increase in fluorescence signal 500 sec.
after the start of the experiment is shown on the right. Data are means + S.E.M. from three independent experiments. *P < 0.05 versus control.
(B) SH-SYS5Y cells were treated with 0.5 mM H,0, for 30 min. in serum-free growth medium, then the medium was replaced and cells were incu-
bated under normal growth conditions. The indicated times refer to the recovery time after the end of H,0, treatment. At those time points, cells
were collected and cell viability assay was performed to measure the percentage of living cells (Annexin V and Propidium-lodide negative) and dead
cells (Propidium-lodide positive). Data are means + S.E.M. from eight independent experiments. *P < 0.05 versus control.

Elevation in 0-GIcNAc protein and decrease/
reduce in protein phosphorylation

The dynamic changes in 0-GIcNAc levels demonstrated by
immunofluorescence were confirmed by immunoblots. We found that
SH-SY5Y cells required about 2-4 hrs to reach peak level of
0-GlcNAc following oxidative stress induced by 30 min. treatment
with 0.5 mM H,0,. On the long run, 0-GIcNAc levels returned to nor-
mal intensities after about 24-48 hrs (Fig. 3).

Many studies have shown an interaction between 0-GIcNAc and
other signalling mechanisms, the most documented one is the recip-
rocal relationship between 0-GIcNAc and phosphorylation, particu-
larly on tau proteins which play a key role in the development of
Alzheimer’s disease [22]. As of today, scientific consensus agrees
that proper O-GIcNAcylation can prevent the hyperphosphorylation of
tau proteins and subsequent formation of neurofibrillary tangles [23].
In this study, we analysed the level of tau phosphorylation (Fig. 3B)
using an antibody against total tau and phophospecific antibody
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against tau [Ps'%%], [Ps252] and PHF1. We found that the ratio of tau
[Ps'%%] and PHF1 compared with the amount of total tau protein level
significantly decreased after oxidative stress induced by 30 min.
treatment with 0.5 mM H,0,. After 24-72 hrs of recovery times, both
[Ps'%®] tau and PHF1 phosphorylation returned to baseline levels,
which dynamic seems to be the opposite of the overall 0-GIcNAc
levels’ dynamic. On the other hand, [Ps2%?] phosphorylation seemed
to follow a parallel dynamic to 0-GlcNAcylation; short-term elevation
after oxidative stress followed by decreased level of phosphorylation
during the recovery phase.

Real-time PCR analysis of GFAT and OGT mRNA
expression in SH-SY5Y neuronal cell culture

Protein 0-GIcNAc modification is regulated by OGT which is the only

enzyme responsible to the addition of the N-acetyl-glucosamine moi-
ety to Ser/Thr residues. However, metabolic flux through the
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Fig. 2 Immunofluorescence shows temporal dynamic of protein O-
GIlcNAc modification after oxidative stress. Immunofluorescence label-
ling was performed on SH-SY5Y cells using the anti-0-GIcNAc antibody
CTD110.6 and Hoechst was used as a nuclear counterstain. Cells were
treated with 0.5 mM H,0, for 30 min. then replaced in growth medium
to let the cells recover for up to 72 hrs. Left: representative images at
the indicated times after oxidative stress are shown. Right: quantitative
analysis of immunofluorescent recordings. The data are the cumulative
sum from three independent experiments; average pixel intensity was
collected from at least 15 cells and normalized to Hoechst counterstain.
Data are shown as means + S.E.M., *P < 0.05 versus 0 hr.
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Fig. 3 Temporal dynamics of 0-GIcNAc modification and tau phosphorylation after oxidative stress revealed by Western blot. (A) Western blot analy-
sis using SYPRO Ruby Blot Total Protein Staining and CTD110.6 antibody and (B) actin, total tau, [Ps'®®], [Ps?6?] and PHF1 staining shows repre-
sentative samples of protein extracts from SH-SY5Y cells previously incubated for 30 min. with 0.5 mM H,0, then replaced in normal growth
medium to recover. (C) Densitometric analysis of the CTD110.6 and [Ps'®°], [Ps?6?] and PHF1 staining over time. Levels are expressed as a per-
centage of the baseline ratio. Each data point represents the average of at least three separate experiments. Data are shown as means + S.EM.,,

*P < 0.05 versus Control, P < 0.05 versus 2 hrs.

hexosamine biosynthesis pathway (HBP) also influences 0-GlcNAc
levels by the regulation of the availability of UDP-GIcNAc. The first,
rate-limiting step of HBP is catalysed by GFAT. Therefore, we anal-
ysed the mRNA expressional levels of two key enzymes related to O-
GIcNAc; GFAT (Fig. 4A) and OGT (Fig. 4B).

SH-SY5Y cells were exposed to the same oxidative stress condi-
tion and recovery periods as described above. We found that the
mRNA level of both GFAT and OGT showed a biphasic dynamic. First,
GFAT and OGT mRNA was increased by up to ~3x the normal
expressional rate peaking at 4 hrs post-stress, than the expressional
levels gradually decreased close to the normal levels in the next
3 days.

Discussion

In this study we demonstrated the effect of 30 min. treatment with
0.5 mM H,0, on the regulation of the 0-GIcNAc dynamics in SH-
SY5Y neuroblastoma cells. We have found that following this oxida-
tive stress, protein 0-GIcNAc modification and mRNA expressional
levels of GFAT and OGT, the rate-limiting enzymes of HBP and O-
GIcNAc, respectively, are all changing in a very similar manner over
time (Figs 3 and 4). O-GIcNAc levels were increased significantly
reaching peak values 2-4 hrs post-stress. At a longer time scale —
after about 24-72 hrs — the cells apparently recovered from the
stress and 0-GIcNAc returned to normal levels similar to what was
observed prior to stress. Interestingly, we found that tau phosphory-
lation changed in a reciprocal way; it decreased at 2-4 hrs after
stress, but increased again after about 72 hrs following stress. These
results suggest that 0-GIcNAc modification is a sensitive, dynamic
marker of cellular stress and that its interaction with other intracellu-
lar processes (such as the Alzheimer’s hallmark tau phosphorylation)
can have both acute and chronic consequences.

0-GIcNAc seems to regulate (or at the least influence) many
intracellular processes such as cell-cycle [24], epigenetics [29],
stress adaptation [12], Ca®* signalling [26] or phosphorylation [27],
consequently its imbalance has been investigated in the development
of many diseases. Since its discovery [28], 0-GIcNAc has been
implicated either as a beneficial (e.g. in Alzheimer’s disease [29] and
ischemia reperfusion [30]), or as an adverse factor (insulin resis-
tance, diabetes [22] and malignant disorders [31]). Chronic diseases
in which 0-GIcNAc seems to be involved take years or even decades
to develop; however, 0-GIcNAc also has relevance in cellular mecha-
nisms that take place at a much shorter time scale. In particular,
stress response and the role of 0-GIcNAc in cellular adaptation to
various stresses such as hypoxia or oxidative stress has been inten-
sively studied [32, 33]. Most of these studies were conducted on

© 2016 The Authors.

cardiomyocytes and on isolated perfused hearts. Overwhelming
number of evidence from these studies suggests two main conclu-
sions; (/) overall O-GIcNAc level tends to increase shortly after
stress, (ii) increasing the level of 0-GIcNAc seems to protect from
the deleterious effect of stress [30, 34-36]. Theories have been put
forward to explain the protective effect of 0-GIcNAc, such as HSP
activation or modulation of Ca2* signalling [32, 37], but the complex
pro-survival mechanism of 0-GIcNAc remains to be elucidated. In
contrast to cardiac tissue, relatively little is known about 0-GIcNAc’s
behaviour during stress in the neuronal tissue. Interestingly, the
available literature suggests that 0-GIcNAc is rather down-regulated
by hypotonic [38], or LPS-induced stress [39]. On the other hand
(and paradoxically), Cheung and Hart [40] found that glucose depri-
vation significantly increased 0-GIcNAc levels in Neuro-2a murine
neuroblastoma cells. In our present experiments we have found that
in SH-SY5Y cell line, which is a human neuroblastoma cell line, O-
GIcNAc levels behave in a similar manner as in cardiomyocytes
(Fig. 3). Moreover, 0-GIcNAc elevation was accompanied by the up-
regulation of key regulators of the HBP pathway, to support the cells’
need for more 0-GlcNAc (Fig. 4). Thus, our data demonstrate that
0-GIcNAc increases upon oxidative stress are an actively regulated
process in neuronal cells.

Contrary to the relatively unexplored behaviour of 0-GIcNAc dur-
ing acute stress response in neuronal cells, its reciprocal relationship
with phosphorylation and imbalance in Alzheimer’s disease is well-
established [19, 22]. According to the generally accepted view, the
dynamic balance between phosphorylation and 0-GIcNAc modifica-
tion on tau proteins in Alzheimer’s patients is shifted in favour of the
phosphorylation which will result in hyperphosphorylated tau and
neurofibrillary tangle deposition. Stress, and especially oxidative
stress is also strongly implicated in the pathophysiology of Alzhei-
mer’s disease, however, the exact relationship between oxidative
stress and tau phosphorylation is controversial. Some of the oxidative
agents cause hyperphosphorylation, whereas others induce de-phos-
phorylation of tau [41]. Multiple studies also indicated that tau hyper-
phosphorylation can follow, but also precede oxidative stress [42]. To
our knowledge, 0-GIlcNAc modification of tau has not been investi-
gated in oxidative stress before, however, common sense dictates
that the reciprocal relationship between phosphorylation and
0-GlcNAc should be maintained also under this condition. In our
experiments, we have found that 30 min. long oxidative stress by
H,0, resulted in temporal decrease of tau phosphorylation at site
§$199 and PHF1, but reciprocal elevation in 0-GIcNAc modified pro-
teins (Fig. 3). Interestingly, the phosphorylation at site S262 showed
similar dynamic pattern as O-GIcNAc levels. Although the interplay
between 0-GIcNAc and phosphorylation is usually characterized by
same site competition, other mechanism such as proximal site
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Fig. 4 Temporal dynamics of OGT and GFAT expression after oxidative
stress follow similar pattern as protein 0-GIcNAc modification. SH-SY5Y
cells were treated with 0.5 mM H,0, for 30 min. in serum-free growth
medium, then the medium was replaced and cells were incubated under
normal growth conditions until harvesting the cells. Each bar represents
fold increase in relative levels of OGT or GFAT mRNA compared with
control samples. (A) Relative levels of GFAT mRNA in cells exposed to
oxidative stress at the indicated post-stress times. (B) Relative levels of
OGT mRNA in cells exposed to oxidative stress at the indicated post-
stress times. Data are means & S.E.M. from at least three independent
experiments. *P < 0.05 versus control cells.

competition or proximal site occupation is also known [13]. Increased
phosphorylation at S262 (and possibly at other sites as well) after
oxidative stress despite elevated level of 0-GIcNAc could be the result
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that either 0-GIcNAc is not competing or even contributing to phos-
phorylation under various conditions.

Although our 0-GIcNAc data collected from SH-SY5Y neuroblas-
toma exposed to H,0, induced oxidative stress are in accordance
with the data found in cardiomyocytes and also demonstrate the
reciprocal relationship between 0-GlcNAc and specific tau phosphory-
lation sites, the question whether these effects observed at short term
could be understood and interpreted also under chronic conditions
remains to be answered. In Alzheimer's disease, despite oxidative
stress is a major factor in the pathophysiology, the dynamic of
0-GlcNAc seems to be reversed. It is also important to note that dia-
betes is a risk factor for Alzheimer’s disease [43]. One of the mecha-
nism by which diabetes could accelerate the development of AD is
increased ROS production. Insulin resistance in type 2 diabetes was
also found to be associated with AD. How big of a role 0-GIcNAc
plays in these processes and how these processes are related to the
regulation of tau phosphorylation still needs to be addressed. Never-
theless, we think that studying 0-GlcNAc modification simultaneously
with tau phoshorylation in oxidative stress-exposed neuronal cells
should significantly contribute to the understanding of the develop-
ment of Alzheimer’s disease.

A number of studies deal with the role of 0-GIcNAc in various
stress situations [12, 13, 32, 33]. Here, we demonstrated, for the first
time, that treatment with 0.5 mM H,0, for 30 min. to induce oxida-
tive stress causes a rapid, temporary increase in 0-GIcNAc in SH-
SY5Y neuroblastoma cells. We have also shown that the dynamic
changes in protein 0-GlcNAc modification can behave in an inverse
relationship with tau phosphorylation during recovery from oxidative
stress. Taken together, we think that O-GIcNAc regulation is an
important mechanism in stress adaptation and it is conceivable that
protein 0-GIcNAc modification is part of a complex system that influ-
ences not only short-term effects but also chronic pathophysiologic
events such as Alzheimer’s disease.
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Background: Protein O-linked N-acetylglucosamine (O-GIcNAc) is a dynamic posttrans-
lational modification influencing the function of many intracellular proteins. Recently it
was revealed that O-GIcNAc regulation is modified under various stress states, including
ischemia and oxidative stress. Aside from a few contradictory studies based on animal
models, the effect of exercise on O-GIcNAc is unexplored.

Purpose: To evaluate O-GIcNAc levels in white blood cells (WBC) of human volunteers
following physical exercise.

Methods: Young (age 30 + 5.2), healthy male volunteers (n = 6) were enlisted for the
study. Blood parameters including metabolites, ions, “necro”-enzymes, and cell counts
were measured before and after a single bout of exercise (2-mile run). From WBC sam-
ples, we performed western blots to detect O-GIcNAc modified proteins. The distribution
of O-GlcNAc in WBC subpopulations was assessed by flow cytometry.

Results: Elevation of serum lactic acid (increased from 1.3 + 0.4 to 6.9 + 1.7 mM),
creatinine (from 77.5 + 6.3 U/L to 102.2 + 7.0 uM), and lactate dehydrogenase (from
318.5 + 26.2 to 380.5 + 33.2 U/L) confirmed the effect of exercise. WBC count also
significantly increased (from 6.6 + 1.0 to 8.4 + 1.4 G/L). The level of O-GIcNAc modified
proteins in WBCs showed significant elevation after exercise (85 + 51%, p < 0.05). Flow
cytometry revealed that most of this change could be attributed to lymphocytes and
monocytes.

Conclusion: Our results indicate that short-term exercise impacts the O-GIcNAc status
of WBCs. O-GlcNAc modification could be a natural process by which physical activity
modulates the immune system. Further research could elucidate the role of O-GIcNAc
during exercise and validate O-GIcNAc as a biomarker for fitness assessment.

Keywords: exercise, O-GIcNAc, stress response, white blood cells, exercise immunology

INTRODUCTION

Physical exercise is generally acknowledged as a beneficial activity and widely promoted to increase
physical fitness, the quality of life, and life expectancy (1-4). In fact, exercise (especially regular
exercise) not exceeding our actual tolerance level is a way to precondition and protect our body
from future harmful events (5, 6). During physical exercise, the cells in our body have to adapt to
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a significantly more challenging condition than during regular,
resting state. Mechanical workload and strain increases in the
musculoskeletal system, hemodynamic shear stress is intensified
on vascular and circulating cells, largely enhanced metabolism
in the muscles generates free radicals and acidosis while other
tissues’ metabolism has to temporarily decline (7-11). Overall,
exercise is a type of stress and the cells has to adapt to it by various
stress response mechanisms (5, 12). The underlying molecular
events of the stress response elicited are numerous, including
regulation of mitochondrial activity, increased expression of heat-
shock proteins, and elements of the free radical scavenge system
(13-16). Although intensively studied, the understanding of how
these processes are activated is still not complete.

In recent years, protein O-linked N-acetylglucosamine
(O-GlcNAc) modification emerged as a possible signaling mech-
anism that could mediate the effects of intracellular metabolic
and stress response (17). O-GlcNAc is a dynamic and reversible
posttranslational sugar modification on serine and threonine
residues of intracellular proteins by attachment or removal of a
single N-acetylglucosamine molecule. O-GIcNAc modification
is similar to phosphorylation; indeed, it may compete for the
same Ser/Thr sites with phosphorylation, although other types
of interplays, such as proximal site competition and proximal
site occupation were also proposed (18). As detection methods
improve, the number of proteins known to be O-GlcNAc¢ modi-
fied grows significantly; around 1,500 proteins were identified
to be influenced by O-GlcNAc (19, 20), including signaling
components, transcriptional factors, and metabolic enzymes. An
important feature of O-GlcNAc modification is that it closely con-
nected to carbohydrate metabolism. The substrate for O-GlcNAc
modification is uridine diphosphate N-acetylglucosamine (UDP-
GlcNAc), the end product of the hexosamine biosynthesis path-
way which depends on the availability of glucose in the cells. On
the other hand, O-GIcNAc was found to act as a nutrient sensor,
regulating the glucose uptake and insulin resistance of the cells
(21). Interestingly, Zachara et al. showed in their 2004 paper that
stress also induced an increase of O-GIcNAc modification (22).
Since then, many study demonstrated that O-GIcNAc is sensitive
for a variety of stressors, including hypoxia and oxidative stress.
Moreover, accumulating data—mostly collected in studies using
cardiomyocytes or cardiac animal models—suggest that elevated
O-GIcNACc has a protective role in hypoxia and/or oxidative stress
related injuries (23).

O-GlcNAc has been also proposed as a mediator element in
preconditioning experiments, e.g., Vibjerg Jensen et al. found
that two 5 min long no-flow ischemia in isolated perfused rat
hearts elevated O-GIcNAc levels and argue that this process
might contribute to the cardioprotection (24). Jones et al. had
similar results and also concluded that O-GlcNAc may protect
by modifying mitochondrial proteins such as voltage-dependent
anion channels (25). The effect of physical exercise on O-GlcNAc
levels were studied in only a limited number of animal models,
with controversial results. Long-term (regular exercise) effects
were found to either increase or decrease O-GlcNAc levels in
rodent cardiac and muscle tissues (26-29). There are only two
studies available that analyzed the effect of acute exercise on
protein O-GlcNAc modification. Peternelj et al. showed increased

O-GlcNAc levels in rat skeletal muscle following acute exercise
(running until exhaustion) (30). By contrast, Medford et al. found
that O-GlcNAc levels decreased after 15 min but did not change
significantly after 30 min of treadmill running in mice hearts
(31). Although no study was conducted, yet on blood samples
following acute exercise, analysis of leukocytes and leukocyte-
derived cell lines suggest that leukocytes can and will respond
with altered O-GIcNAc levels to activation and to metabolic
challenges (32-35). Moreover, it was also suggested that chang-
ing O-GlcNAc levels may have immunomodulatory effects (36).
Since the immune system is deeply involved in our body’s res-
ponse to physical exercise, it would be of significant value to
clarify the possible role of O-GlcNAc in exercised induced limited
inflammatory response (37).

In our present study, we hypothesized that physical exercise
would elicit a limited stress response of the body that would
include altered O-GlcNAc protein modification and that this
process would manifest at least in some elements of the cellular
immunity. Thus, our aim was to investigate whether O-GlcNAc
levels are influenced by a single bout of physical exercise in
isolated white blood cells (WBC) of healthy, male humans. Our
data reveal that O-GlcNAc modification is a dynamic intracel-
lular process in leukocytes. We also show that subpopulations
of leukocytes may have different responses to acute exercise,
concerning their O-GlcNAc levels.

MATERIALS AND METHODS

Subjects and Experimental Design

Six male volunteers were recruited for this pilot study, the age
of the volunteers ranged from 24 to 39 years. All subjects were
informed about the procedures and the risks of the experiments
before obtaining written informed consents. All procedures were
approved by the Regional Committee for Research Ethics of the
University of Pécs, Hungary (approval No.: 5187). The selection
criteria for the participants included no obesity, no smoking, no
regular medications taken, and no known acute or chronic disease
present (Table 1). The experimental setup was designed to con-
tain two (almost identical) phases: (1) resting and (2) exercise.
The two phases were separated by a 3-week period. In each phases,
the participants were asked to report at the laboratory in the morn-
ing after 12 h of fasting and 48 h of restrain from any strenuous
physical exercise. Venous blood was drawn from the cubital veins
during both phases (before resting and before exercise samples).

TABLE 1 | Characteristics of the study subjects.

Variable n=6

Age (years) 30+52
Body weight (kg) 77 +86
BMI (kg/m2) 23.94 +2.3
History of smoking 0 (0%)
Chronic diseases 0 (0%)
Regular medications 0 (0%)
2-Mile run (duration) 940 £ 85s
Regular exercise/week (duration) 119 +£ 88 min

Data are mean + SD.
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Next, the volunteers received identical breakfasts (~600 kcal,
80% carbohydrate). In the first phase, the volunteers were asked
after breakfast to restrain from any physical activity for 3.5 h before
collecting the second set of blood samples (after resting samples).
In the second phase, the volunteers were asked 3 h after breakfast
to complete a 2-mile running exercise which was followed by the
final blood sample collection (after exercise samples). The 2-mile
running exercise were carried out and assessed according to the
instructions of the US Army physical fitness test (38). Briefly,
the participants were asked to complete the 2-mile course in the
shortest time possible, without stopping or any physical help.

Blood Sampling

Venous blood samples were collected in suitable vacutainers;
tubes containing potassium ethylenediaminetetra-acetic acid
(K-EDTA) were used for testing cellular blood parameters and to
isolate WBCs. Tubes containing sodium-fluoride (NaF) as glyco-
lysis inhibitor were used for plasma glucose and lactate analysis,
while tubes without additives were used to obtain serum for the
routine laboratory blood tests (Table 2.). After blood collection,
plasma and serum were separated by centrifugation (10 min, room

temperature, 1,500 rcf). Blood cell parameters were quantified
in a multi-parameter automatic hematology analyzer Cell-Dyn
3700 system (Abbott Diagnostics, Abbott Laboratories, Abbott
Park, IL, USA). Plasma and serum parameters were measured
by Cobas 8000 Modular Analyzer (Roche Diagnostics, GmbH,
Mannheim, Germany) following the manufacturer’s instructions.

Western Blot Analysis

Approximately 2.5 mL of K-EDTA anti-coagulated whole blood
was used to isolate mononuclear cells. The anti-coagulated blood
samples were layered on Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA, Cat. No.: 10771) solution and prepared by
isopycnic centrifugation (20 min, RT, 500 rcf) immediately after
collection. Mononuclear cells were collected from the plasma/1077
interface and washed 2X in ice-cold PBS. Next, the cells were lysed
in a modified RIPA buffer [10 mM Tris pH 7.2, 100 mM NaCl,
1 mM EDTA, 1 mM ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)-
N,N,N',N'-tetraacetic acid, 0,1% SDS, 1% Triton-X 100, 0.5%
deoxycholate, 10% glycerol, protease inhibitor cocktail: 1 tablet/
10 mL (Roche Applied Science, Penzberg, Germany)], kept on
ice for 30 min and centrifuged for 10 min at 4°C at 14,000 rcf.

TABLE 2 | Serum biochemical and blood cell parameters before and after exercise or resting.

Resting Exercise

Before After Before After Units
Sodium 140.7 = 1.1 140.2 + 1.1 1414 +1.2 1420 +1.3 mM
Potassium 43+0.3 4.6+02 43+02 42+0.2 mM
Calcium 2.4+0.0 25+0.1 2.4 +0.1 2.5+ 0.1* mM
Magnesium 0.9+0.1 0.9+0.0 09+0.1 0.9+ 0.1 mM
Chloride 97.8+1.6 98.2+13 101.6 +2.8* 99.8 + 2.7 mM
Phosphate 1.2+0.1 1.2+0.1 1.1+£02 1.5+ 0.3"* mM
Insulin 40.0+8.0 59.56 + 9.3" 54.0 + 29.6 51.9 +38.9 pM
Lactate 1.4+05 1.4+04 1.3+04 6.9 + 1.7+ mM
Glucose 52+0.3 48+0.7 51+04 6.4+16 mM
Bilirubin 18.7+6.7 18672 148+7.8 187+78 wM
Urea 56+16 52+14 54+13 52+1.1 mM
Creatinine 86.5+9.6 78.2 +£9.3" 77.5+6.3 102.2 £ 7.0 pM
Uric acid 319.7 £ 53.5 302.7 + 59.6 314.2 +40.8 355.0 +47.4 uM
Cholesterol 4.7 +0.7 49+0.7 4.7 +0.7 48+ 0.7 mM
Triglyceride 12+04 1.9+ 0.4 1.3+03 1.5+05 mM
Lactate dehydrogenase 318.0 +32.9 336.5 + 56.9 318.5+26.2 380.5 + 33.2"* u/L
Alkaline phosphatase 63.2 + 10.6 67.0+11.7 741 +15.4 77.0+13.0 u/L
CK 179.3 +81.0 183.8 + 75.1 196.5 +82.3 229.8 + 90.6 u/L
Total protein 740+22 76.3+2.6 75.7 +4.0 780+27 g/l
Albumin 48.8 +2.0 51.0+1.9" 49.4 £2.9 51.9 + 23 g/L
CRP 0.7+0.3 0.7+0.3 05+0.2 0.6 +0.3 mg/L
White blood cells 6.3+0.8 6.4+11 6.6+ 1.0 8.4 + 1.47#% G/L
Neutrophils 3.0+0.7 3.3+1.0 32+08 3.9+09 G/L
Lymphocytes 23+0.3 22+03 25+03 3.6+0.7"* G/L
Monocytes 0.4 +0.1 0.4 +0.0 0.4 +01 0.5+0.1 G/L
Eosinophils 0.3+0.3 0.2+0.3 0.3+0.3 02+0.3 G/L
Basophils <0.1+0.0 <0.1+0.0 <0.1+0.0 <0.1+0.0 G/L
RBC 54+02 54+02 52+0.3 53+0.3 T/L
Hgb 1543 + 7.4 1565.5 +10.7 162.0 + 9.4 1656.9 +9.2 g/l
Hct 471 +£20 46.9 +2.7 469 +2.6 463 +2.2 %
PLT 220.8 +17.5 236.8 + 24.1 233.2 +19.3 273.7 £ 30.5"#* G/L

Data are mean + SD (n = 6).
*p < 0.05 vs resting-before.
*p < 0.05 vs resting-after.

‘p < 0.05 vs exercise-before.
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From the supernatant, the total protein concentration was deter-
mined using Bio-Rad Dc Assay Kit (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).
Proteins were separated on 8% SDS-PAGE and transferred onto
polyvinylidene difluoride membranes (Millipore, Billerica, MA,
USA). Blots were probed with the anti-O-GlcNAc antibody RL-2
(1:1,000; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA, Cat. No.:
MA1-072) in 5% non-fat dry milk blocking buffer and followed
by HRP conjugated goat anti-mouse IgG (1:5,000; Thermo Fisher
Scientific). For loading control, anti-actin IgG antibody (1:1,500,
Sigma-Aldrich, Cat. No.: A2103) was used. The blots were devel-
oped using Femto chemiluminescent substrate (Thermo Fisher
Scientific) and the signal was detected by G:BOX Chemi HR1.4
gel imaging system (Syngene, Cambridge, UK). Densitometry
was quantified by calculating average pixel intensities of whole
lanes followed by background subtraction using Image]J analysis
software. The O-GIcNAc levels of the samples were normalized
for protein content by anti-actin staining.

Flow Cytometry

Immediately after collection, whole blood samples were treated
using Lyse/Fix Buffer (BD Biosciences, Cat. No.: 558049), which
simultaneously lysed red blood cells and fixed WBC, accord-
ing to the manufacturers instructions. After discarding the
supernatant containing the hemolyzed red blood cells, fixed
WBCs were washed once in PBS, and permeabilized with 0.5%
Triton X-100-PBS for 2 min. Next, non-specific binding sites
were blocked by 5% BSA-PBS for 5 min, and then the cells were
incubated with a 1:200 dilution of the anti-O-GlcNAc antibody
RL2 in 5% BSA-PBS for 30 min at 37°C. After being rinsed in
PBS, the cells were incubated with a 1:200 dilution of secondary
antibody fluorescein-conjugated goat anti-mouse IgG (Thermo
Fisher Scientific) in 5% BSA-PBS for 30 min at 37°C. Finally,
the cells were washed once and then resuspended in PBS before
analysis. Forward, side scatter values and fluorescence intensities
[detected at 525 nm (FL1 channel)] per cells were measured with
a Cytomics FC 500 flow cytometer (Beckman Coulter, Fullerton,
CA, USA). Defining the regions of various WBC subpopulations
and quantification of data were performed by using FlowJo
analysis software.

Data Analysis

Data are presented as means + SDs throughout. Comparisons
were performed using Student’s ¢-test and statistically significant
differences between groups were defined as p values <0.05 and
are indicated in the legends to the figures. When mentioned,
not significant values were indicated as not significant (NS). For
serum biochemical and blood cell parameters, two-way repeated
measures ANOVA was used to evaluate changes. When significant
changes were identified, pairwise comparison with Bonferroni’s
correction was used. The type I error rate (a) was set to 0.05.

RESULTS

Clinical Characteristic of the Subjects

In this pilot study, six male volunteers participated, their mean
age was 30 years (Table 1). All of the participants were consi-
dered healthy, with no history of chronic diseases. Smoking or

taking medication regularly was not reported. None of the vol-
unteers were obese, and only two of them exceeded the 25 kg/m?
BMI mark (26.03 and 27.76). All participants claimed to regularly
perform moderate to high intensity exercises, with a minimum
duration of 30 min/week. The volunteers performed above the
required minimum of their corresponding age group in the
2-mile running exercise, the duration of the exercise ranged from
12:53 to 17:24 min (Table 1).

A series of biochemical parameters were analyzed from the
blood, including ions, metabolic parameters, tissue damage, and
inflammatory markers, and cellular parameters. We found that
all parameters were within the normal range when measured
from the early morning (before resting and before exercise)
samples (Table 2). There was no significant difference in any
of the measured parameters when the first samples of the two
phases were compared (before resting vs before exercise). In the
first phase, when the volunteers were asked to restrain from any
physical activity, a few parameters changed significantly in the
second (after resting) blood samples: insulin, triglyceride, albu-
min, and creatinine. These changes albeit statistically significant,
could be attributed to diurnal variations (albumin and creatinine)
or to the metabolic, post-prandial effect of the standardized
breakfast (insulin and triglyceride). However, many of the blood
parameters changed following exercise: phosphate, lactate, crea-
tinine, lactate dehydrogenase (LDH), albumin, WBC, lympho-
cyte, and platelet counts significantly increased when compared
to their corresponding parameters measured before exercise.
To exclude the influence caused by either diurnal variations or
post-prandial effects, we also compared the intra-daily changes
in the resting phase with the intra-daily changes in the exercise
phase (Figure 1). We have found that exercise compared to
resting had a significantly different impact on glucose (average
intra-daily change: 27.2 vs —7.9%), lactate (515 vs 5%), creatinine
(32 vs —9.6%), phosphate (37.5 vs —6.3%), WBC (27.6 vs 1.3%),
lymphocyte (44.5 vs —4.4%), and platelets (17.3 vs 7.1%) values.

Flow Cytometry Shows Elevated

O-GlIcNAc in Lymphocytes and Monocytes
To assess the effect of physical exercise on WBCs, EDTA anti-
coagulated blood was collected before and after exercise carrying
out the same experimental conditions as described above. Isolated
and fixed blood cells were fluorescently labeled for O-GlcNAc
with RL2 anti-O-GlcNAc antibody. Figure 2 shows that based
on the forward scatter and side scatter values [generally accepted
to report cell size and granularity (39)], three distinct group of
cells could be clearly identified; granulocytes, monocytes, and
lymphocytes. Restricting the selection of the cells to the regions
highlighted in Figure 2A, O-GIcNAc levels (FL1 fluorescence) of
the three cell types were analyzed separately. We found that granu-
locytes had approximately the same O-GlcNAc levels before and
after exercise (relative fluorescence: 1.0 + 0.1 vs 1.1 + 0.16, NS),
while lymphocytes (relative fluorescence: 3.1 + 0.26 vs 3.8 + 0.34,
p < 0.05) and monocytes (relative fluorescence: 4.2 + 0.25 vs
5.3 +0.48, p < 0.05) showed a significant right shift (i.e., increased
level of O-GlcNAc) after physical exercise (Figures 2B,C).
Elevation of O-GlcNAc levels in a population of cells could
be either the result of an overall increase in every cell, or a larger

Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org

May 2018 | Volume 9 | Article 970



Nagy et al.

Exercise Increases Protein O-GIcNAc in Leukocytes

A
700
*
500 A
0}
)]
=
®
C =
S 100 -
>~
50 A
0 \_X_- l—]l-_i l
50 Glucose Lactate Triglyceride Creatinine Phosphate CK
B
80
60 -
*
Q40
g
= *
[5}
R 20 - *
T 1
0 1 T 1 v i G o T ‘_JI._+ v
20 - WBC Neutrophils Lymphocytes Monocytes RBC Hgb PLT
FIGURE 1 | Average change of serum biochemical and blood cell parameters following exercise. Blood was collected from volunteers in the morning, 3 h prior to
the exercise, and then a second blood sample was collected from the same individuals after a 2-mile running exercise. Previously, the same experimental protocol
was also carried out with the same individuals when they were asked to rest instead of running. (A) Average intra-daily changes of various serum biochemical
parameters related to metabolism (glucose, lactate, triglyceride, creatinine, and phosphate) or tissue damage [lactate dehydrogenase (LDH), CK] were calculated
after exercise (black bars) or after resting (open bars). (B) Average intra-daily changes of the key blood cell parameters were calculated in samples collected after
exercise (black bars) or after resting (open bars). Relative changes after exercise or resting were expressed as percentages of the corresponding, “before” values.
Data are mean + SD, *p < 0.05 vs the change of the resting condition.

increase in a subpopulation of the cells. In our study, lymphocyte
count increased following exercise (2.3 + 0.5 vs 3.2 + 0.8 G/L,
p < 0.05, Table 2), suggesting that a new subset of cells carrying
more O-GIcNAc might have entered the circulation (40). The
distribution of cells in the FL1 histogram could resolve whether
O-GlcNAc elevation is due to an elevation of O-GlcNAc across all
lymphocytes or due to the appearance of a new, above than aver-
age O-GlcNAcylated subset of cells. Our experiments support the
former case; we found that lymphocytes showed near Gaussian
distribution both before and after exercise (Figure 2B). Although
the analysis of monocyte distribution is much less reliable due
to their lower proportion (0.4 + 0.1 G/L before and 0.5 + 0.1 G/L

after exercise, NS), monocytes appeared to have at least two
types of subpopulation when O-GIcNAc levels were analyzed.
Since we found no significant change in monocyte count after
exercise, it is possible that a subset of monocytes is more sensi-
tive to exercise than the rest.

Elevation of O-GlcNAc in Mononuclear
Cells After Exercise Confirmed by
Western Blot

Blood samples were collected parallel with the samples used
for testing the biochemical parameters; before/after resting and
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FIGURE 2 | Flow cytometry shows increased O-GIcNAc levels in lymphocytes and monocytes but not in granulocytes after exercise. White blood cells were isolated
from blood collected 3 h before and after a 2-mile running exercise. After labeling with anti-O-GlcNAc antibody RL2 and green fluorescent secondary antibody
(detected at FL1 channel), the cells were counted by flow cytometry. (A) Data points are shown as a function of forward scatter and side scatter (FS—x-axis,
SS—y-axis). Three major group of cells were selected; granulocytes, lymphocytes, and monocytes. (B) The O-GIcNAc staining (FL1 channel) of the three regions of
cells were individually displayed by histograms. Distribution of cells collected before exercise are presented by black histograms, while the distribution of cells
collected after exercise are presented by light gray histograms. (C) Relative FL1 fluorescence levels of O-GIcNAc labeled blood cells, collected before (open bars)
and after (black bars) exercise. The mean fluorescence level of the granulocytes collected before exercise was selected for baseline. Data are shown as mean + SD,
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exercise. Mononuclear cells were isolated from EDTA anti-
coagulated blood by Histopaque-1077 separation immediately
after blood collection. Figure 3 shows the level of O-GlcNAc
proteins of three volunteers, before and after physical exercise
or resting. The resulting banding patterns were similar to those
published in previous reports (41, 42). As expected, we have
found no significant changes in O-GlcNAc levels when the volun-
teers were asked to rest between blood collections. However, an
approximately 15 min of intensive running caused a significant
increase in intensity of overall O-GlcNAc staining (85 + 51%
increase, p < 0.05) when compared to the samples collected before
exercise (16 + 9% increase, NS).

To demonstrate the specificity of the O-GlcNAc antibody, a
duplicate immunoblot was prepared by co-incubating RL2 anti-
body with 20 mM N-acetylglucosamine. As shown in Figure 4,
N-acetylglucosamine decreased the western blot signal by about
five times, compared to the uninhibited samples (19 + 2% of
control).

DISCUSSION

In the present study, we have analyzed the effect of a 2-mile
running exercise on the level of O-GlcNAc modification in
leukocytes collected from human volunteers. We have found
that overall level of O-GlcNAc modified proteins significantly
increased following exercise when compared to control, resting

experimental conditions. We have also found that lymphocytes
and—to a lesser extent—monocytes were mostly responsible for
this increase while the O-GlcNAc levels of granulocytes remained
relatively unchanged. Our data also suggest that the elevation
of O-GlcNAc is a general event rather than a redistribution of
certain lymphocyte subpopulations (carrying various amount of
O-GlcNAc modification) in the circulation.

Our study was designed to focus on a single bout of physical
challenge and to study the acute effects of exercise on O-GlcNAc
levels in leukocytes. The selection of the participants (healthy,
young, and trained individuals) and the duration of the physical
activity ensured that the workload does not exceed the adapta-
tion capacity of the participants. Biochemical markers sensitive
for tissue damage (LDH, CK)—although elevated—remained
close to normal range. IL-6 levels—which are known to increase
proportional to the amount of exercise—remained below 2 ng/L
(data not shown). Lactate levels after exercise (6.2 + 2.0 mM)
showed that the workload corresponded to approximately the
state where aerobic—anaerobic transition occurs (~4 mM lactate)
(43). Elevated level of serum phosphate and increased number of
circulating leukocytes were expected results after exercise and are
in good correspondence with the literature (44-46). In our study,
only male volunteers were recruited to avoid interference due
to hormonal differences between sexes. However, the influence
of gender or cyclic hormonal changes on O-GlcNAc regulation
needs to be studied in the future. The relatively few data available
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FIGURE 3 | O-GIcNAc levels elevate in leukocytes following exercise.

(A) Western blot analysis using RL2 antibody and anti-actin antibody shows
samples of white blood cells protein extracts from three individuals. Sample
were collected 3 h before exercise and before resting (left panels), and also
after exercise and after resting (right panels). (B) Densitometry analysis of the
RL2 staining is expressed as a percentage of the control samples (i.e.,
samples collected before exercise or before resting). Each data point shows
the average of six individual samples. Open bars represent the mean + SD of
“before” samples and black bars represent the mean + SD of “after”
samples. *p < 0.05 vs before exercise.

in the literature indeed suggest that O-GIcNAc interacts with
hormonal receptors (46) including estrogen receptor (47, 48). It
is also interesting to note that one of the regulatory enzymes of
O-GIcNAc; O-GleNAc transferase (OGT) is X-linked. Without
X-inactivation, the expressional level of OGT would be approxi-
mately double in female cells (49).

Increasing amount of data demonstrates that the immune
system is also influenced by physical activity, and moreover it is
part of the systemic adaptation and response to physical chal-
lenges (50). Demargination of leukocytes and leukocytosis was
recognized early as a consequence of physical exercise (45, 51).
Limited inflammatory response can be elicited during exercise by
muscle micro-injuries, bacterial translocation from the gut due to
reduced blood flow or due to direct oxidative stress of various ele-
ments of the immune system (7, 37). On the other hand, activated
leukocytes and inflammatory response consequently supports
healing and regeneration (37, 52). There are many factors that
may influence the actual outcome of the immunomodulatory
effect of exercise the length and intensity of the exercise, whether
it is aerobic or anaerobic and also the presence or absence of pre-
vious training exercise (53, 54). “Overreaching,” i.e., performing
more strenuous exercise than the body can tolerate will lead to
immunosuppression while moderate exercise will actually benefit
the immune system and reduce infection incidence (50, 55). The
distinction between pro- and anti-inflammatory effects of exercise
is not clearly defined but it is rather a dynamic balance and the
actual result is a mixture of a multitude of signaling elements (53).

e W — e ——

37 kD

FIGURE 4 | RL2 specifically binds to O-GIcNAc proteins. Western blot
analysis using RL2 antibody and anti-actin antibody shows samples of white
blood cells protein extracts from three individuals, collected at random dates.
Membranes were incubated with RL2 antibody (left panel) or RL2 antibody
and 20 mM of N-acetylglucosamine (right panel). Immunoblots with anti-actin
antibody was used as loading control.

As mentioned, protein O-GlcNAc modification has been
proposed as a protective intracellular mechanism against various
type of stress, including hypoxia, oxidative stress, heat-shock,
and osmotic challenges (22). It was demonstrated previously
(31,56,57) and we have also found in our present experiments that
O-GlcNAc can elevate within minutes. Stress-induced O-GlcNAc
may have several consequences: it may influence transcription
(e.g., increasing the expression of heat-shock proteins), phospho-
rylation signaling, or protein degradation (18, 58). Immediate
effects of O-GIcNAc that do not require de novo protein synthesis
include the inhibition of enzymes involved in oxidative stress
such as nitric oxide synthase (59, 60). Finally, it seems to be that
O-GIcNAc may also suppress stress-induced intracellular free
calcium elevation, which would otherwise lead to adverse effects
(57). In our present report, we propose that O-GlcNAc modifi-
cation may regulate immune response during exercise as part of
the stress response system.

Several studies found that O-GIcNAc may participate in
inflammatory responses (61-66), but the exact function and role
of O-GlIcNAc in the regulation of inflammation is still unclear
(67, 68). For example, one of the key signal elements of the immune
response, NFkB was shown not only to be activated by O-GlcNAc
(41, 66, 69) but also to be inhibited by O-GlcNAc (64, 65, 70). This
contradiction of results is probably caused by a complex interplay
between several O-GlcNAc and phosphorylation sites on NF«B.
Depending on the cell type, the duration, type and severity of
stress, different posttranslational patterns may develop on NF«xB
and produce different outcomes. Despite uncertainties concer-
ning the function of O-GlcNAc modification in immune cells,
accumulating data suggest that O-GIcNAc elevation in WBCs is
a quick and measurable response to activation (32, 71).

Our present work is the first that shows an elevation of
O-GlcNAclevels in human WBCs following acute stress, i.e., phy-
sical exercise. Only a few studies used human WBCs to measure

Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org

May 2018 | Volume 9 | Article 970



Nagy et al.

Exercise Increases Protein O-GIcNAc in Leukocytes

O-GIcNAc levels yet; in these studies, western blot and flow cytom-
etry techniques were also used to demonstrate that O-GIcNAc
levels can be assessed in human leukocytes (33, 35, 42). In contrast
to western blot, flow cytometry may also allow for comparison
of various subsets of leukocytes. As of now, flow cytometric stu-
dies, including our present work have only a limited resolution of
leukocyte sub-types (granulocytes, lymphocytes, and monocytes)
based on forward and side scatter plots. Thus our results have
to be confirmed in the future by the simultaneous labeling of
O-GIcNAc proteins and specific leukocyte surface markers such
as CD45, CD3, CD19, CD4, CDS8, etc.

A study by Myslicki et al. used human whole blood samples
to measure O-GlcNAc (34). They found no correlation between
whole blood O-GlcNAc and aerobic capacity (VOapea) in healthy
males, however, their samples were collected only from resting
individuals. The direct activator of O-GIcNAc elevation in our
experimental setup is not known yet. Several physical and bio-
chemical factors could be responsible, such as acidosis, relative
hypoxia, oxidative stress, increase of temperature, myokin release
from the muscles, hormonal and metabolic changes (epinephrine,
norepinephrine and glucose, insulin), or increased hemodynamic
shear stress due to faster circulation. Our preliminary data on a
Jurkat (T-cell derived) cell culture model suggest that lactic acid
alone (up to 10 mM) is not sufficient to elicit a significant increase
of O-GlcNAc (data not shown). Agonist, such as epinephrine
and angiotensin II (57) and/or oxidative stress (72) are also likely
candidates responsible for the O-GlcNAc elevation observed in
our study but so far there is no experimental evidence available
in leukocytes or leukocyte-derived cells to confirm it.

Under moderate-intensity exercise, blood glucose levels should
remain relatively stable; while the muscles’ glucose uptake is
increased during exercise, it is balanced by increased glucose
production by the liver (73). Nevertheless, fluctuations in blood
glucose levels could be a plausible explanation for the measured
changes in O-GlcNAc levels. Hypoglycemia are known to cause
a paradoxical increase in O-GlcNAcylation (74), however, it is
unlikely that the duration of the exercise in our experimental
setup would be sufficient to decrease glucose levels. On the
contrary, the measured mean plasma glucose values—despite
large individual variations—seemed to be slightly increased.
Unfortunately, most studies investigated the effect of hyperg-
lycemia with much higher glucose concentrations (25-30 mM).
Moderately elevated glucose levels (~1 mM increase) were shown
to increase O-GIcNAc levels only under long-term conditions
(pre-diabetes) so far (35, 75).

REFERENCES

1. Gremeaux V, Gayda M, Lepers R, Sosner P, Juneau M, Nigam A. Exercise and
longevity. Maturitas (2012) 73:312-7. doi:10.1016/j.maturitas.2012.09.012

2. Kessler HS, Sisson SB, Short KR. The potential for high-intensity interval
training to reduce cardiometabolic disease risk. Sports Med (2012) 42:489—
509. doi:10.2165/11630910-000000000-00000

3. Pedersen BK, Saltin B. Evidence for prescribing exercise as therapy
in chronic disease. Scand ]JMed Sci Sports (2006) 16(Suppl 1):3-63.
doi:10.1111/j.1600-0838.2006.00520.x

4. Vasconcellos F, Seabra A, Katzmarzyk PT, Kraemer-Aguiar LG, Bouskela E,
Farinatti P. Physical activity in overweight and obese adolescents: systematic

In summary, our study demonstrated for the first time that
following a single bout of running exercise, protein O-GlcNAc
modification increased in WBCs. We have also shown that the
bulk of this change is attributed to lymphocytes, while granulo-
cytes remained relatively unchanged. While the understanding
of the complex function of O-GlcNAc modification in leukocytes
requires further extensive studies, we believe that our results pre-
sented here will help to elucidate the role of O-GlcNAc in stress
adaptation mechanisms. Implications could include the develop-
ment of new diagnostic tools for the monitoring of healthy (sport
medicine) and metabolically unhealthy (e.g., diabetes) popula-
tion as well.

ETHICS STATEMENT

This study was carried out in accordance with the recommen-
dations of Guidelines of the Regional Committee for Research
Ethics of the University of Pécs, Hungary. All subjects gave
written informed consent in accordance with the Declaration
of Helsinki. The protocol was approved by the Regional Com-
mittee for Research Ethics of the University of Pécs, Hungary
(approval No.: 5187).

AUTHOR CONTRIBUTIONS

Study design and organization of the manuscript were perfor-
med by TN, AS, IW, and AM. Data analysis, statistical analysis,
and the first draft of the manuscript were performed by TN,
EK, VE TT, and AS. The manuscript review was performed by
EK, VE and TT. The final approval for publication was performed
by TN, IW, and AM.

ACKNOWLEDGMENTS

We are grateful to Agnes Radvényi at the Department of Internal
Medicine and Nephrology Center, Faculty of Medicine, Univer-
sity of Pécs for her contribution in enrolment and clinical asse-
ssment of the volunteers.

FUNDING

This work was supported by the EU founded Hungarian projects
GINOP under Grant number 2.3.2.-15-2016-00050 and 2.3.3.-15-
2016-00025 and supported by Janos Szentagothai Research Centre,
University of Pécs.

review of the effects on physical fitness components and cardiovascular
risk factors. Sports Med (2014) 44:1139-52. doi:10.1007/s40279-014-0193-7

5. Lawler JM, Rodriguez DA, Hord JM. Mitochondria in the middle: exercise
preconditioning protection of striated muscle. J Physiol (2016) 594:5161-83.
doi:10.1113/JP270656

6. McGinnis GR, Ballmann CG, Peters B, Nannayakarra G, Roberts MD,
Amin RH, et al. Interleukin-6 mediates exercise preconditioning against
myocardial ischemia reperfusion injury. Am J Physiol Heart Circ Physiol (2015)
308(11):H1423-33. doi:10.1152/ajpheart.00850.2014

7. Accattato F, Greco M, Pullano SA, Care¢ I, Fiorillo AS, Pujia A, et al. Effects of acute
physical exercise on oxidative stress and inflammatory status in young, sedentary
obese subjects. PLoS One (2017) 12:¢0178900. doi:10.1371/journal.pone.0178900

Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org

May 2018 | Volume 9 | Article 970



Nagy et al.

Exercise Increases Protein O-GIcNAc in Leukocytes

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

. Barbieri E, Sestili P. Reactive oxygen species in skeletal muscle signaling.

J Signal Transduct (2012) 2012:982794. doi:10.1155/2012/982794

. Kenney WL, Ho CW. Age alters regional distribution of blood flow during

moderate-intensity exercise. J Appl Physiol (1995) 79:1112-9. doi:10.1152/
jappl.1995.79.4.1112

Kim B, Lee H, Kawata K, Park J-Y. Exercise-mediated wall shear stress incre-
ases mitochondrial biogenesis in vascular endothelium. PLoS One (2014) 9:
€111409. doi:10.1371/journal.pone.0111409

Ozaki H, Loenneke JP, Buckner SL, Abe T. Muscle growth across a variety
of exercise modalities and intensities: contributions of mechanical and
metabolic stimuli. Med Hypotheses (2016) 88:22-6. doi:10.1016/j.mehy.2015.
12.026

Milisav I, Poljsak B, Suput D. Adaptive response, evidence of cross-resistance
and its potential clinical use. Int ] Mol Sci (2012) 13:10771-806. doi:10.3390/
ijms130910771

Berzosa C, Cebridn I, Fuentes-Broto L, Gomez-Trullén E, Piedrafita E,
Martinez-Ballarin E, et al. Acute exercise increases plasma total antioxidant
status and antioxidant enzyme activities in untrained men. J Biomed Bio-
technol (2011) 2011:540458. doi:10.1155/2011/540458

Hawley JA, Hargreaves M, Joyner M]J, Zierath JR. Integrative biology of
exercise. Cell (2014) 159:738-49. d0i:10.1016/j.cell.2014.10.029

Hoffman NJ, Parker BL, Chaudhuri R, Fisher-Wellman KH, Kleinert M,
Humphrey SJ, et al. Global phosphoproteomic analysis of human skeletal
muscle reveals a network of exercise-regulated kinases and AMPK substrates.
Cell Metab (2015) 22:922-35. d0i:10.1016/j.cmet.2015.09.001

Noble EG, Shen GX. Impact of exercise and metabolic disorders on heat shock
proteins and vascular inflammation. Autoimmune Dis (2012) 2012:836519.
doi:10.1155/2012/836519

Martinez MR, Dias TB, Natov PS, Zachara NE. Stress-induced O-GlcNAcylation:
an adaptive process of injured cells. Biochem Soc Trans (2017) 45:237-49.
doi:10.1042/BST20160153

Butkinaree C, Park K, Hart GW. O-linked beta-N-acetylglucosamine
(O-GlcNAc): extensive crosstalk with phosphorylation to regulate signaling
and transcription in response to nutrients and stress. Biochim Biophys Acta
(2010) 1800:96-106. doi:10.1016/j.bbagen.2009.07.018

Hahne H, Sobotzki N, Nyberg T, Helm D, Borodkin VS, van Aalten DMF,
et al. Proteome wide purification and identification of O-GlcNAc-modified
proteins using click chemistry and mass spectrometry. ] Proteome Res (2013)
12:927-36. doi:10.1021/pr300967y

Hart GW, Slawson C, Ramirez-Correa G, Lagerlof O. Cross talk between
O-GlcNAcylation and phosphorylation: roles in signaling, transcription, and
chronic disease. Annu Rev Biochem (2011) 80:825-58. doi:10.1146/annurev-
biochem-060608-102511

Buse MG, Robinson KA, Marshall BA, Hresko RC, Mueckler MM. Enhanced
O-GIcNAc protein modification is associated with insulin resistance in
GLUT1-overexpressing muscles. Am ] Physiol Endocrinol Metab (2002)
283:E241-50. doi:10.1152/ajpendo0.00060.2002

Zachara NE, O’Donnell N, Cheung WD, Mercer JJ, Marth JD, Hart GW.
Dynamic O-GlcNAc modification of nucleocytoplasmic proteins in response
to stress: a survival response of mammalian cells. ] Biol Chem (2004)
279:30133-42. doi:10.1074/jbc.M403773200

Chatham JC, Marchase RB. The role of protein O-linked beta-N-
acetylglucosamine in mediating cardiac stress responses. Biochim Biophys
Acta (2010) 1800:57-66. doi:10.1016/j.bbagen.2009.07.004

Vibjerg Jensen R, Johnsen ], Buus Kristiansen S, Zachara NE, Botker HE.
Ischemic preconditioning increases myocardial O-GIcNAc glycosylation.
Scand Cardiovasc ] (2013) 47:168-74. doi:10.3109/14017431.2012.756984
Jones SP, Zachara NE, Ngoh GA, Hill BG, Teshima Y, Bhatnagar A, et al.
Cardioprotection by N-acetylglucosamine linkage to cellular proteins.
Circulation(2008)117:1172-82.d0i:10.1161/CIRCULATIONAHA.107.730515
Belke DD. Swim-exercised mice show a decreased level of protein
O-GlcNAcylation and expression of O-GlcNAc transferase in heart. ] Appl
Physiol (2011) 111:157-62. doi:10.1152/japplphysiol.00147.2011

Bennett CE, Johnsen VL, Shearer ], Belke DD. Exercise training mitigates
aberrant cardiac protein O-GlcNAcylation in streptozotocin-induced diabetic
mice. Life Sci (2013) 92:657-63. d0i:10.1016/j.1fs.2012.09.007

Cox EJ, Marsh SA. Exercise and diabetes have opposite effects on the assem-
bly and O-GlcNAc modification of the mSin3A/HDAC1/2 complex in the
heart. Cardiovasc Diabetol (2013) 12:101. doi:10.1186/1475-2840-12-101

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

Hortemo KH, Lunde PK, Anonsen JH, Kvalgy H, Munkvik M, Rehn TA, et al.
Exercise training increases protein O-GlcNAcylation in rat skeletal muscle.
Physiol Rep (2016) 4:¢12896. doi:10.14814/phy2.12896

Peternelj TT, Marsh SA, Strobel NA, Matsumoto A, Briskey D, Dalbo V],
et al. Glutathione depletion and acute exercise increase O-GlcNAc protein
modification in rat skeletal muscle. Mol Cell Biochem (2015) 400:265-75.
doi:10.1007/s11010-014-2283-0

Medford HM, Porter K, Marsh SA. Immediate effects of a single exercise bout
on protein O-GlcNAcylation and chromatin regulation of cardiac hyper-
trophy. Am ] Physiol Heart Circ Physiol (2013) 305:H114-23. doi:10.1152/
ajpheart.00135.2013

Golks A, Guerini D. The O-linked N-acetylglucosamine modification in
cellular signalling and the immune system. “Protein modifications: beyond
the usual suspects” review series. EMBO Rep (2008) 9:748-53. doi:10.1038/
embor.2008.129

Madsen-Bouterse SA, Xu Y, Petty HR, Romero R. Quantification of O-GIcNAc
protein modification in neutrophils by flow cytometry. Cytometry A (2008)
73:667-72. doi:10.1002/cyto.a.20569

Myslicki JP, Shearer ], Hittel DS, Hughey CC, Belke DD. O-GlcNAc modifi-
cation is associated with insulin sensitivity in the whole blood of healthy
young adult males. Diabetol Metab Syndr (2014) 6:96. doi:10.1186/1758-
5996-6-96

Springhorn C, Matsha TE, Erasmus RT, Essop MF. Exploring leukocyte
O-GlcNAcylation as a novel diagnostic tool for the earlier detection of type
2 diabetes mellitus. J Clin Endocrinol Metab (2012) 97:4640-9. d0i:10.1210/
jc.2012-2229

Baudoin L, Issad T. O-GlcNAcylation and inflammation: a vast territory to
explore. Front Endocrinol (2014) 5:235. doi:10.3389/fend0.2014.00235

Shek PN, Shephard RJ. Physical exercise as a human model of limited inflam-
matory response. Can | Physiol Pharmacol (1998) 76:589-97. doi:10.1139/
¥98-040

Army/US. Army Physical Readiness Training. (2012). Appendix Al-24.
Available from: https://armypubs.army.mil/epubs/DR_pubs/DR_a/pdf/web/
ARN7938_FM 7-22 INC C1 Final.pdf (Accessed: April 23, 2018).

Sloot PM, Figdor CG. Elastic light scattering from nucleated blood cells: rapid
numerical analysis. Appl Opt (1986) 25:3559. d0i:10.1364/A0.25.003559
Gabriel HH, Kindermann W. Adhesion molecules during immune response
to exercise. Can J Physiol Pharmacol (1998) 76:512-23. doi:10.1139/y98-067
Golks A, Tran T-TT, Goetschy JE Guerini D. Requirement for O-linked
N-acetylglucosaminyltransferase in lymphocytes activation. EMBO ] (2007)
26:4368-79. doi:10.1038/sj.emboj.7601845

Kneass ZT, Marchase RB. Neutrophils exhibit rapid agonist-induced increases
in protein-associated O-GlcNAc. ] Biol Chem (2004) 279:45759-65. doi:10.1074/
jbc.M407911200

Faude O, Kindermann W, Meyer T. Lactate threshold concepts: how valid are
they? Sports Med (2009) 39:469-90. doi:10.2165/00007256-200939060-00003
Dale G, Fleetwood JA, Weddell A, Ellis RD, Sainsbury JR. Fitness, unfitness,
and phosphate. Br Med J (1987) 294:939. doi:10.1136/bmj.294.6577.939

Steel M, Steel CM, Johnstone FD. Leukocytosis induced by exercise. Br Med
] (1987) 295:1135-6. doi:10.1136/bmj.295.6606.1135-c

Bowe DB, Sadlonova A, Toleman CA, Novak Z, Hu Y, Huang P, etal. O-GIcNAc
integrates the proteasome and transcriptome to regulate nuclear hormone
receptors. Mol Cell Biol (2006) 26:8539-50. doi:10.1128/MCB.01053-06
Chen YX, Du JT, Zhou LX, Liu XH, Zhao YFE, Nakanishi H, et al. Alternative
O-GlcNAcylation/O-phosphorylation of Ser16 induce different conforma-
tional disturbances to the N terminus of murine estrogen receptor p. Chem
Biol (2006) 13:937-44. d0i:10.1016/j.chembiol.2006.06.017

Kanwal S, Fardini Y, Pagesy P, N'Tumba-Byn T, Pierre-Eugéne C, Masson
E, et al. O-GlcNAcylation-inducing treatments inhibit estrogen receptor
a expression and confer resistance to 4-OH-tamoxifen in human breast
cancer-derived MCEF-7 cells. PLoS One (2013) 8:e69150. doi:10.1371/journal.
pone.0069150

Olivier-Van Stichelen S, Hanover JA. X-inactivation normalizes O-GIcNAc
transferase levels and generates an O-GlcNAc-depleted Barr body. Front Genet
(2014) 5:256. doi:10.3389/fgene.2014.00256

Gleeson M. Immune function in sport and exercise. ] Appl Physiol (2007)
103:693-9. doi:10.1152/japplphysiol.00008.2007

Shephard RJ. Development of the discipline of exercise immunology. Exerc
Immunol Rev (2010) 16:194-222.

Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org

May 2018 | Volume 9 | Article 970



Nagy et al.

Exercise Increases Protein O-GIcNAc in Leukocytes

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

Santos SA, Silva ET, Caris AV, Lira FS, Tufik S, Dos Santos RVT. Vitamin E
supplementation inhibits muscle damage and inflammation after moderate
exercise in hypoxia. ] Hum Nutr Diet (2016) 29:516-22. doi:10.1111/jhn.12361
Gjevestad GO, Holven KB, Ulven SM. Effects of exercise on gene expression of
inflammatory markers in human peripheral blood cells: a systematic review.
Curr Cardiovasc Risk Rep (2015) 9:34. doi:10.1007/s12170-015-0463-4
Sakharov DA, Maltseva DV, Riabenko EA, Shkurnikov MU, Northoff H,
Tonevitsky AG, et al. Passing the anaerobic threshold is associated with sub-
stantial changes in the gene expression profile in white blood cells. Eur ] Appl
Physiol (2012) 112:963-72. d0i:10.1007/s00421-011-2048-3

Belotto ME, Magdalon J, Rodrigues HG, Vinolo MAR, Curi R, Pithon-Curi TC,
et al. Moderate exercise improves leucocyte function and decreases
inflammation in diabetes. Clin Exp Immunol (2010) 162:237-43. doi:10.1111/
j.1365-2249.2010.04240.x

Kearse KP, Hart GW. Lymphocyte activation induces rapid changes in
nuclear and cytoplasmic glycoproteins. Proc Natl Acad Sci U S A (1991) 88:
1701-5. doi:10.1073/pnas.88.5.1701

Nagy T, Champattanachai V, Marchase RB, Chatham JC. Glucosamine inhibits
angiotensin II-induced cytoplasmic Ca’* elevation in neonatal cardiomyo-
cytes via protein-associated O-linked N-acetylglucosamine. Am ] Physiol Cell
Physiol (2006) 290:C57-65. doi:10.1152/ajpcell.00263.2005

Kazemi Z, Chang H, Haserodt S, McKen C, Zachara NE. O-linked beta-
N-acetylglucosamine (O-GlcNAc) regulates stress-induced heat shock pro-
tein expression in a GSK-3beta-dependent manner. J Biol Chem (2010) 285:
39096-107. doi:10.1074/jbc.M110.131102

Hilgers RHP, Xing D, Gong K, Chen Y-E Chatham JC, Oparil S. Acute O-
GlcNAcylation prevents inflammation-induced vascular dysfunction. Am ] Phy-
siol Heart Circ Physiol (2012) 303:H513-22. doi:10.1152/ajpheart.01175.2011
Storey KB, Wu C-W. Stress response and adaptation: a new molecular toolkit
for the 21st century. Comp Biochem Physiol A Mol Integr Physiol (2013)
165:417-28. doi:10.1016/j.cbpa.2013.01.019

Huang J-B, Clark AJ, Petty HR. The hexosamine biosynthesis pathway neg-
atively regulates IL-2 production by Jurkat T cells. Cell Immunol (2007) 245:
1-6. doi:10.1016/j.cellimm.2007.03.006

Kneass ZT, Marchase RB. Protein O-GlcNAc modulates motility-associated
signaling intermediates in neutrophils. ] Biol Chem (2005) 280:14579-85.
doi:10.1074/jbc.M414066200

Liu H, Wang Z, Yu S, Xu J. Proteasomal degradation of O-GIcNAc transferase
elevates hypoxia-induced vascular endothelial inflammatory responset. Car-
diovasc Res (2014) 103:131-9. d0i:10.1093/cvr/cvull6

N6t LG, Brocks CA, Vamhidy L, Marchase RB, Chatham JC. Increased
O-linked beta-N-acetylglucosamine levels on proteins improves survival,
reduces inflammation and organ damage 24 hours after trauma-hemorrhage
in rats. Crit Care Med (2010) 38:562-71. doi:10.1097/CCM.0b013e3181cb10b3
Xing D, Gong K, Feng W, Nozell SE, Chen Y-E Chatham JC, et al. O-GlcNAc
modification of NFkB p65 inhibits TNF-a-induced inflammatory mediator
expression in rat aortic smooth muscle cells. PLoS One (2011) 6:€24021.
doi:10.1371/journal.pone.0024021

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

Zhang D, Cai Y, Chen M, Gao L, Shen Y, Huang Z. OGT-mediated
O-GlcNAcylation promotes NF-kB activation and inflammation in acute
pancreatitis. Inflamm Res (2015) 64:943-52. d0i:10.1007/s00011-015-0877-y
Johnson B, Opimba M, Bernier J. Implications of the O-GlcNAc modification
in the regulation of nuclear apoptosis in T cells. Biochim Biophys Acta (2014)
1840:191-8. doi:10.1016/j.bbagen.2013.09.011

Nagy T, Miseta A, Kovacs L. Protein-associated O-GlcNAc, a multifunctional
mechanism in cell signaling and its role in the pathogenesis of diabetes,
stress and malignant diseases. Biochem Med (2007) 17:162-77. doi:10.11613/
BM.2007.015

Yang WH, Park SY, Nam HW, Kim DH, Kang JG, Kang ES, et al. NFkappaB
activation is associated with its O-GlcNAcylation state under hyperglycemic
conditions. Proc Natl Acad Sci U S A (2008) 105:17345-50. doi:10.1073/pnas.
0806198105

Zou L, Yang S, Champattanachai V, Hu S, Chaudry IH, Marchase RB, et al.
Glucosamine improves cardiac function following trauma-hemorrhage
by increased protein O-GlcNAcylation and attenuation of NF-{kappa}B
signaling. Am ] Physiol Heart Circ Physiol (2009) 296:H515-23. d0i:10.1152/
ajpheart.01025.2008

Lund PJ, Elias JE, Davis MM. Global analysis of O-GIcNAc glycoproteins
in activated human T cells. ] Immunol (2016) 197:3086-98. doi:10.4049/
jimmunol.1502031

Katai E, Pal ], Poor VS, Purewal R, Miseta A, Nagy T. Oxidative stress induces
transient O-GlcNAc elevation and tau dephosphorylation in SH-SY5Y cells.
J Cell Mol Med (2016) 20:2269-77. doi:10.1111/jcmm.12910

Adams OP. The impact of brief high-intensity exercise on blood glucose
levels. Diabetes Metab Syndr Obes (2013) 6:113-22. d0i:10.2147/DMSO.
§29222

Taylor RP, Parker GJ, Hazel MW, Soesanto Y, Fuller W, Yazzie MJ, et al. Glucose
deprivation stimulates O-GIcNAc modification of proteins through up-
regulation of O-linked N-acetylglucosaminyltransferase. J Biol Chem (2008)
283:6050-7. doi:10.1074/jbc.M707328200

Park K, Saudek CD, Hart GW. Increased expression of B-N-acetylglucosaminidase
in erythrocytes from individuals with pre-diabetes and diabetes. Diabetes
(2010) 59:1845-50. doi:10.2337/db09-1086

Conflict of Interest Statement: The authors declare that the research was con-
ducted in the absence of any commercial or financial relationships that could be
construed as a potential conflict of interest.

Copyright © 2018 Nagy, Kdtai, Fisi, Takdcs, Stréda, Wittmann and Miseta. This is an
open-access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution
License (CC BY). The use, distribution or reproduction in other forums is permitted,
provided the original author(s) and the copyright owner are credited and that the
original publication in this journal is cited, in accordance with accepted academic
practice. No use, distribution or reproduction is permitted which does not comply
with these terms.

Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org

10

May 2018 | Volume 9 | Article 970



