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OSSZEFOGLALAS

Az O-glikozilacio egy dinamikus, reverzibilis, a sejtek metabolikus allapotat kozvetitd
fehérje poszt-transzlacios modosulds. Szabalyozé szerepe ismert az acetilacioval,
metilacioval, ubikvitindcidval, nitrozilacioval kapcsolatban is, de legrészletesebben vizsgalt a
foszforilacidval valo kompeticio. Az utobbi idékben felmeriilt az O-glikozilacié stressz
adaptacioban illetve prekondicionalasban bet6ltott jelatvivé szerepe is.

Dolgozatom alapjat képez6 munka elsé felében az O-glikozilacié dinamikajat, tau
foszforilacioval vald kapcsolatat vizsgaltuk akut oxidativ stressz hatdsara kiilonbozo
regeneracios idépontokban human neuroblasztoma sejtvonalon (SH-SY5Y). Western blot
modszerrel Kimutattuk, hogy rovid ideig oxidativ stressznek Kkitett sejtek szintjén az
intracellularis fehérjék O-glikozilaciojanak mértéke hirtelen emelkedett, majd kozel a
kiinduldsi szintre tért vissza a regenerdcids periodus végére. Az O-glikozilacio
szabalyozéséban résztvevé fObb enzimek expresszids szintjénél is hasonld kinetikat
tapasztaltunk. A tau foszforilaciéo esetében az O-glikozilacioval ellentétes valtozasokat
észleltiink. Eredményeink azt mutatjak, hogy az O-glikozilacié fontos szerepet jatszik a
stressz adaptacioban, valamint a tau foszforilacioval vald kapcsolatanak ismerete

A munka masodik felében az O-glikozilacid valtozasat vizsgaltuk egyszeri fizikai
aktivitason részt vett dnkéntesek vérmintaibol izolalt fehérvérsejteken. Kisérleteink soran nem
csak az osszfehérvérsejtek O-glikozilaltsagi allapotara voltunk kivancsiak, hanem az azt
alkot6 alpopulaciokat is megvizsgaltuk aramlasi citométer segitségével. Eredményeink azt
mutattak, hogy fizikai aktivitas hatasara az dsszfehérvérsejtekben szignifikans O-glikozilacios
valtozas figyelhetd meg a nyugalmi periddusban gyijtott mintakhoz képest. Fehérvérsejt
alpopulaciok szintjén foként a limfocitdk és monocitédk csoportjaban volt kifejezett az O-
glikozilacios valtozés. Bar ennek a komplex funkcidonak a megértése tovabbi vizsgalatokat
igényel, a mechanizmus ismeretét6l fliggetlenul az O-glikozilacid mérése human mintakban
hasznos kiegészitéje lehet a laboratoriumi diagnosztikanak; példaul alkalmas lehet sportoldk

fizikai allapotfelmérésére, metabolikus szindromas betegek sziirésére.



BEVEZETES

A sejtek a kiilsé kornyezeti behatdsokkal szemben intracellularis homeosztazisuk
fenntartasara térekednek. A kilonb6z6 mikrokornyezeti stresszorok, mint a hosokk, oxidativ
stressz, mérgez6 anyagok, ozmotikus sokk kiilonboz6 cellularis  stresszvalaszokat
indukalhatnak, amelyek vagy a sejtek aktudlis tolerancia szintjét emelve hozzajarulnak a
sejtek tuléloképességéhez, vagy sejthalalt indukalnak.

Prekondicionalds soran a stresszhatidsok stresszfehérjéket aktivalhatnak, amelyek
altalanos sejtvédé tulajdonsdguknak koszonhetéen a sejteket ellenallobba teszik a
stresszorokkal szemben. A leggyakrabban tanulmanyozott prekondicionalasi mechanizmusok
az iszkémids valamint a fizikai aktivitds altali prekondicionélas. Mindkét mechanizmus
kritikus fontossagu a fellépé gyulladésos folyamatok, valamint oxidativ stressz és karosodas
enyhitésében. Az Aaltaluk indukalt sejtes stresszvalaszokat kiilonb6z6 genomikai,
transzkripicds, transzlacios és poszt-transzlacios folyamatok aktivaljak és szabalyozzak. Mig
a transzkripcios gén-indukcid a sejt stressz-tiiréképességét meghaladé nagyfoku stresszorral
szemben fellépd valaszreakcio, addig a poszt-transzlaciés mddosulds akut vagy krénikus,
bizonyos kiiszdbértéket nem meghaladd stresszre adott gyors valasz. A sejt integritasanak
meglrzése céljabol a poszt-transzlaciés modosulasok reverzibilis vagy irreverzibilis fehérje
szerkezeti, stabilitasi és funkcio valtozasokat képesek eldidézni.

Az O-glikozilacio egy olyan dinamikus és reverzibilis poszt-transzlaciés médosulas,
mely soran citoplazmatikus, nuklearis valamint mitokondrialis fehérjék szerin (Ser) és treonin
(Thr) oldallancainak hidroxilcsoportjahoz egy cukormolekula, az O-B-N-acetilglikézamin (O-
GIcNAC) kapcsolodik. A napjainkban egyre javulo technikai feltételeknek kdszonheten tobb
mint 3000 O-glikozilalt fehérje kerult leirasra, melyek a génexpresszidban, transzlacidban,
szignal transzdukcidban, sejtciklus szabalyozasaban és a cellularis stresszvalaszban jatszanak
szerepet.

Ismert, hogy az O-glikozilacio kepes a fehérjek szabalyozésaban oly mddon is részt
venni, hogy kozvetlen illetve kozvetett modon befolyasol mas poszt-transzlacios
modosulasokat. Ennek fényében az O-glikozilacié kolcsonhatasat vizsgaltak mar
acetilacioval, metilacidval, ubikvitinacioval, nitrozilacidval kapcsolatban is, de leggyakrabban
és legrészletesebben vizsgalt kapcsolata a foszforilacioval valé kompeticio, mely létrejohet
azonos Ser és Thr helyekert, de egymashoz kdzeli mddositasi helyeket is befolyasolhatnak. Ez
a fajta kolcsonhatds az O-glikozilacio és foszforilacio kozott szamos fehérje funkcio

szabalyozas terén megfigyelheté (példaul ismert proto-onkogének, neurofilamentumok,
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citoszkeletalis fehérjék esetén), és fontos szerepet is jatszhat olyan kronikus betegségek
etiologiajdban, mint a diabétesz, neurodegenerativ betegségek és a tumorképzédés. A
kdzelmultban neuronalis szovetekben 1évé szamos fehérje jelentés mértékii O-glikozilaltsagat
irtdk le. Ismert, hogy a tau fehérje foszforilacidja és O-glikozilacidja kozotti megbomlott
egyensulyi allapot kovetkeztében hiperfoszforilalt tau fehérjék keletkeznek, melyek
képezik. Szdmos kutatocsoport vizsgalta az O-glikozilacio és tau foszforilacio kozotti
kapcsolatot, megallapitva, hogy O-B-N-acetilglik6zaminidaz (OGA) akut vagy hosszu tavu
gatlasa révén erételjes tau O-glikozilacios emelkedés kovetkezik be valamint O-glikozilacio
helyspecifikus mddon szabalyozza a tau foszforilaciot.

Az O-glikozilacionak cellularis stresszvalaszban betoltott jelentdségét szamos irodalmi
adat alatamasztja. O-glikozilacio emelkedést figyeltek meg héstressz, oxidativ stressz, DNS
karosodasi stressz (doxorubicin, UV sugarzas), hipoxia, ER stressz (tunikamicin)
iszkémia/reperflzid sérulés vagy traumas verzés okozta cellularis stresszvalaszban. Azon
jelatviteli mechanizmusok, amelyek O-glikozilacié emelkedést eredményeznek, névelik a
stresszel szembeni toleranciat és ezaltal javitjdk a sejtek tulélését. Foként patkany
szivizomsejteken végzett kisérletekben kimutattdk, hogy az O-glikozilaciénak egyfajta
kozvetitd szerepe is van az iszkémids prekondicionalasi folyamatokban kardioprotektiv hatasa
révén. Fizikai aktivitas altali prekondicionalas és O-glikozilacié kapcsolatat csak korlatozott
szamu allatmodellben tanulmanyoztak ellentmondasos eredményekkel. Mig Peternelj és mtsai
emelkedett O-glikozilacios szinteket mutattak ki a patkany vazizomban akut edzést kovetden
(Peternelj et al. 2014), addig ezzel szemben Medford és kutatocsoportja egerek
szivizomszdvetét vizsgalva 15 perces futopados edzés utan az O-glikozilacié szintjének
csokkenését talaltak, mig féloras edzés utan nem tapasztaltak szignifikans valtozast (Medford
et al. 2013). Az eddigi eredményekbdl kitiinik, hogy a pontos mechanizmus, mely
magyarazna a prekondicionalds és emelkedett O-glikozilacio kozotti kapcsolatot tovabbi
kisérletek végzéseét teszi szlikségesse.

A glikozilaciénak a korokozok felismerésében, gyulladasos folyamatokban, velesziiletett
szamos irodalmi adat tesz emlitést. Az O-glikozilaciénak immunrendszerben bet6ltott
szerepét foként limfocita sejtekben vizsgaltak. Kearse és Hart kimutattak az O-glikozilacio
szabalyoz0 szerepét a T-limfocita aktivalas korai stadiumaban (Kearse és Hart 1991). Tobb,

az aktivalt T-sejtek magjaban elhelyezkedé illetve a B-sejtek Ujra-programozaséban részt



vevé transzkripcios faktorrdl is igazolodott, hogy tartalmaz O-glikozilacios maodosulasi
helyeket.

A fizikai aktivitds immunrendszerre gyakorolt hatasa széles korben tanulményozott
terilet. Mérsékelt intenzitasi testmozgasrol bebizonyosodott, hogy fokozza az
immunrendszer miikodését, mig a hosszabb ideig végzett megerdltetd testmozgas az
immunrendszer mikodésének atmeneti depresszidjdhoz vezethet. A fizikai aktivitassal
szembeni sejtvalasz a természetes 616sejt (NK-sejt) aktivitas, a neutrofil funkcio és a limfocita
valasz révén figyelheté meg.

Bar jol latszik, hogy szamos tanulmany foglalkozik az immunrendszer és O-glikozilacid
valamint az immunrendszer és fizikai aktivitas kapcsolataval, arra vonatkozo adatokat ezidaig
nem talaltunk, ahol az immunrendszer, az O-glikozilacio és a fizikai aktivitads kapcsolatat

egységesen targyalnak.
CELKITUZESEK

A munka célja volt az O-glikozilacié akut stresszben betdltott szerepének tanulmanyozasa
kétféle modellben.
1. Els6 Iépésben human neuroblasztdma sejtvonalon akut stresszként hidrogén-peroxidos
kezelést alkalmazva a kovetkezOket vizsgaltuk:
e ROvid ideig oxidativ stressznek kitett human neuroblasztéma sejtekben az O-
glikozilacié dinamikajanak kovetése killonbozd regenerdcios periodusokban.
e O-glikozilacié és tau foszforilacio kozotti kolcsonhatas vizsgélata akut stresszt
kovetoen.
o O-glikozilacio folyamataban szerepet jatszo fobb enzimek mRNS expresszios szintjének
meghatarozasa.
2. Méasodik Iépésben rovid ideig tartd fizikai aktivitas és O-glikozilacié hatasat vizsgaltuk
human vérmintakon. Ennek céljabol a kovetkezé 1épéseket végeztik:
e Testedzés soran szignifikans eltérést mutatd biokémiai anyagok detektalasa.
e Human vérmintabol izolalt fehérvérsejtek O-glikozilacids statuszanak valtozasa akut
testedzést kovetéien.

e Fehérvérsejt alpopulaciok O-glikozilaciés modosulasanak detektalasa.



ANYAG ES MODSZER

1. Sejtkultarak, kezelési modok
Kisérleteinkhez kitapadd SH-SY5Y (ATCC CRL-2266 human neuroblasztoma) és
szuszpenzioban 1évé Jurkat (ATCC TIB-152 humén T-sejt leukémia sejtek) sejtvonalakat

hasznaltunk (forras PTE Immunoldgiai és Biotechnoldgia Intézet).

Akut oxidativ stresszallapot szimulalasara 0,5 mM H.O>-dal 30 percig valo kezelést
alkalmaztunk, az azutani regeneracio vizsgalata céljabol az oxidativ kezelésen atesett SH-
SY5Y sejteket komplett médiumba helyeztiik vissza €s kiillonb6z6 idépontokig inkubaltuk: O,
30, 60 percig, 2, 4, 24, 48 és 72 o6raig. Kontroll mintaban 1év6 sejtek nem kaptak kezelést.
EMEM ¢s Ham’s F12 médiumban tenyésztett Jurkat sejteket az alabbi kezeléseknek vetettiik
ala: 1 6ran at: a) edzés el6tti és edzés utani human szérummal, b) 5, 10, 20 mM tejsavval
(PTE Gyogyszertéar), valamint c) 1 uM, és 100 uM epinefrinnel. Citokinek kozil az I1L-6 3, 5,

- sz

lejarta utan a sejteket PBS oldatos mosast kovetden pelletként -76°C-on taroltuk.

2. Kisérleti edzés, human vérmintak feldolgozasa

A kisérletben olyan egészséges férfi onkéntesek vettek részt, akik a 2 merfoldes tavot az
Egyesiilt Allamok Hadseregének Fizikai Alkalmassagi Teszt leirasanak megfelelden
teljesitették. A Kkisérletet két részre osztottuk: 1. nyugalmi periodus és 2. testedzés. A két rész
kozott 3 hét telt el. Mindkét esetben az dnkéntesek 12 dras éhgyomri vérvételen vettek részt,
illetve tilos volt barmilyen megerdlteté testmozgas 48 Oraval a vérvétel elétt. A nyugalmi
periddusban a standard reggeli (600kcal, 80% szénhidrat) elfogyasztdsa utan 3 oOraval az
onkéntesek fizikai aktivitas nélkil egy masodik vérvételen vettek részt. A testedzési részben
az Onkénteseknek a reggeli elfogyasztasa utan 3 oraval 2 meérfoldes futd gyakorlatot kellett
teljesiteniiik minél rovidebb id6 alatt, megallas nélkil, melyet egy Ujabb vervetel kovetett.

Az onkéntesek vérmintait géltartalmu nativ, kalium- etiléndiamin-tetraecetsavval (K-
EDTA) valamint natrium-fluoriddal (NaF) ellatott vakuum-csovekbe gyiijtottik. K-EDTA
alvadasgatolt csovekbdl vegeztik a vérkép meghatarozast Cell-Dyn 3700 hematoldgiai
automatan (Abbott Diagnostics), valamint a fehérvérsejtek izolalasat. Glikoz és laktat
meghatarozasara NaF-t tartalmazo6 cséveket hasznaltunk. Géltartalm( nativ csdvekbdl tortent
az ionhaztartas, vese és majfunkcids paraméterek, anyagcsere és szovetkarosodasi folyamatok
meghatarozasa. A levett vérmintakat 10 percig szobahémérsékleten 1500 rcf-n centrifugaltuk.

A vizsgalt parametereket Cobas 8000 Modular készlileken mértiik (Roche Diagnostics).



Mononuklearis sejtek izolalasara megkozelitéleg 2,5 ml K-EDTA-val antikoagulalt teljes
vért hasznéltunk, amelyet gy@jtés utdn rogton Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich) oldatra
rétegeztink. lzopiknikus gradiens centrifugéalds (20 percig, szobah6mérsékleten, 500 rcf-n)
utdn a mononukleéris sejteket a plazma és Histopaque-1077 hatarfeliiletrél gytijtottiik dssze és

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

3. Western blot

Western blot vizsgalatainkhoz elékezelt SH-SY5Y és Jurkat sejteket, valamint izolalt

human mononukleéris sejteket felolvasztas utdn jégen tartott modositott RIPA pufferben
tartuk fel. A mintakat 30 perces inkubalast kovetéen 10 percig, 4°C-on 3000 rpm
RAD DC Protein Assay Kit-jével végeztik, majd a lizdtumokat Laemmeli-pufferrel
kiegészitve 5 percig forraltuk.

Elektroforetikus elvalasztasra 8% SDS-PAGE gélt hasznaltunk, majd a mintdkat PVDF
membranra (Millipore) blottoltuk. A mintak egyenld mennyiségii protein tartalmat SYPRO
Ruby Protein Blot Stain Kit-jével (Bio-Rad) ellendriztiik. A membranokat O-glikozilalt
fehérjekre specifikus CTD110.6 és RL2 antitesttel jeloltik. A tau fehérjék kimutatasara
foszfospecifikus [Ps!®°] és [Ps??], valamint PHF1 antitesteket hasznaltunk a gyartok altal
javasolt protokoll szerint. A mononukleéris sejtek illetve Jurkat sejtek esetében belsd
kontrollnak anti-aktin 1gG antitestet hasznaltunk. Végiil a membranokat a megfeleld,
tormagyokér peroxidazzal konjugélt masodlagos antitestekkel inkubaltuk. Femto
kemilumineszcens szubsztrattal végeztiik az el6hivast, a jeleket Kodak Image Station 2000R-
rel detektaltuk. A savok intenzitasanak elemeézését Kodak 1D és Imagel elemzd szoftverrel

végeztik.

4. Sejtviabilitas

SH-SY5Y sejteket a kezelési és a regeneracios idépontok lejarta utan 0,25%-0S
tripszinnel a tenyészté flaskakrol enzimatikusan eltavolitottuk. Kétszeri jéghideg PBS-sel
mosott, kortlbeliil 10° sejtet tartalmazd mintakat propidium-jodiddal és Annexin V-FITC-vel
festettik a gyartd utasitasai szerint (BD Pharmingen). Az igy kapott fluoreszcens jeleket
Cytomic FC 500 aramlasi citométerrel (Beckman Coulter) detektaltuk. Az elpusztult
(propidium-jodidra pozitiv és Annexin V-FITC negativ vagy pozitiv sejtek) illetve az ¢16
sejtek (propidium-jodid és Annexin V-FITC negativ) kapuzasanak beallitdsa kontroll

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



5. Immunfluoreszcencia

SH-SY5Y sejteket fedélemezeken tenyésztettiink. Oxidativ kezelést kdvetéen a sejtet
tartalmaz6 fed6lemezeket kétszer mostuk jéghideg PBS oldatban, majd 10%-0s formaldehid
tartalmi  PBS-ben fixaltuk 30 percig szobahémérsékleten. Formaldehid okozta
autofluoreszcencia elkertilésére a sejteket 50 mM ammaonium-kloriddal kezeltiik 10 percig,
majd a sejteket 0,1% Triton-X 100 oldattal permeabilizaltuk. 5%-0s marha szérum albumint
(BSA) tartalmazo PBS oldattal térténd blokkolas utan az elsédleges ellenanyaggal valo jel6lés
CTD110.6 (1:200) 2 6ran at, szobahdmérsékleten tortént. Haromszori PBS-sel torténé 6blités
utdn a mintékat Alexa Fluor 594 kecske anti-egér IgM maésodlagos antitesttel jeloltik 30
percig sotétben. A magvak lathatova tételére Hoechst festést alkalmaztunk. A fedélemezeket
Vectashield fedboldattal zartuk. A képeket Zeiss Axiovert 35 inverz fluoreszcens

mikroszkdppal készitettiik, a képelemzést CellD szoftverrel végeztik.

6. Valos ideju polimeraz lancreakcio

Hidrogén-peroxiddal kezelt SH-SY5Y neuroblasztdma sejtekbdl total RNS-t izolaltunk
RNeasy Mini Kit segitségével a gyartd utasitasait kovetve. Eléretervezett Tag-Man probat
alkalmaztunk a human O-p-N-acetilglikézamin transzferaz (OGT) és L-glutamin-D-frukt6z
6-foszfat amidotranszferdiz (GFAT) mMRNS expresszids szintjeinek meghatarozasara.
Referencia génként human porfobilinogén deaminazt (PBGD) hasznaltunk. A méréseket
LightCycler Il Thermal Cycler (Roche Applied Science) készulékkel végeztik. A relativ
génexpresszid meghatarozasahoz a 2DDCt (Livak) mdédszert hasznaltuk. Minden esetben a

vizsgalt gén expresszids szintjét 6sszehasonlitottuk a referencia gén expresszids szintjével.

7. Aramlasi citometria

K-EDTA-val antikoagulalt teljes vért, fehérvérsejtek kinyerése vegett, egyidében
Lyse/Fix pufferrel (BD Biosciences) lizaltuk és fixaltuk a gyartd utasitasai szerint. A fixalt
fehérvérsejteket PBS oldatos mosas utan 0,5% Triton-X 100/PBS oldattal permeabilizaltuk.
Az 5% BSA/PBS oldatos blokkolas utan a sejteket RL2 els6dleges antitesttel inkubaltuk
37°C-on 30 percig, majd PBS-es mosast kovetden fluoreszceinnel konjugéalt kecske anti-egér
IgG mésodlagos antitestettel jeloltik, majd a mosasi [épések utdn mérés elétt a sejteket PBS
oldatba Ujra szuszpendaltuk. A sejtek elére- (FSc) és oldaliranyd (SSc) fényszorddasat

valamint a fluoreszcens intenzitasat Cytomics FC 500 aramlasi citométerrel mertik. A



kiilonb6z6é fehérvérsejt alpopulacio régiok eés az adatok mennyiségi meghatarozasa FlowJo

szoftver alkalmazasaval tortént.

8. Statisztikai elemzés

Az abrazolt értékeket atlag +/- standard szérassal (SD) illetve az atlag +/- standard hiba
(SEM) formajaban tintettlik fel. A statisztikai elemzést Student-féle T-probaval, az
Osszehasonlitdsokat egyutas ANOVA-t koévetd Bonferroni poszt-hoc teszttel végeztik.
Minden esetben p <0,05 értéket tekintettiik szignifikansnak.

EREDMENYEK ES MEGBESZELES

Akut stressz hatasa az O-glikozilaciora neuroblasztoma sejtvonalon

Eredmények

1. Oxidativ kezelés hatasa az SH-SY5Y sejtek viabilitasara

Akut oxidativ stressz és azt kovetd regenerécié szimulélasara a 30 percig 0,5 mM H20-
kezelésnek kitett neuroblasztoma sejteket a szer alapos kimosasa utan komplett médiumba
helyeztik vissza regeneracio céljabdl. Az oxidativ stressz okozta karosodas foként a kezelés
uténi 24 ora elteltével volt kifejezett (az elpusztult sejtek aranya a kontroll mintaban 1év6
elpusztult sejtekhez képest 6,3%-rol 22,6%-ra emelkedett). Ez az ardny 48 illetve 72 6ra
elteltével nem emelkedett tovabb szignifikansan.

2. O-glikozilacio dinamikajanak valtozasa immunfluoreszcenciaval akut oxidativ stresszben

Az O-glikozilacio dinamikajanak vizsgalata céljabol a fed6lemezen tenyésztett kontroll
valamint 0,5 mM H20.-vel 30 percig kezelt SH-SY5Y sejteket a kiilonb6z6 regeneracios
periddusok utan formalinban rogzitettik, majd CTD110.6 (anti-O-glikozilacios
mononklonalis) antitesttel jeloltik. A masodlagos immunfluoreszcens jel6lés utan a
neuroblasztoma sejtek citoplazmaja diffuzan, béséges szemcesés O-glikozilacios pozitivitast
mutatott. Bar oxidativ stressz hatdsara minden sejtben emelkedett az O-glikozilacio szintje,

szignifikans valtozasokat a O perces és 2 Orai regeneracios idopont kozt talaltunk.

3. O-glikozilaci6 és foszforilacio kapcsolatanak vizsgalata SH-SY5Y neuroblasztoma
sejteken
Kovetkez6 1épésként megvizsgaltuk, hogy az immunfluoreszcenciaval bemutatott

dinamikus O-glikozilacios valtozas Western blottal is igazolhato-e. A fehérjéeket CTD110.6



anti-O-glikozilacios antitesttel jeldlve szignifikansan emelkedett O-glikozilacio intenzitast
talaltunk 2-4 oraval az oxidativ stresszt kovetden, mely 24-48 Ora elteltével kdzel normal
szintre tért vissza.

Az O-glikozilacio és foszforilacio kapcsolatanak vizsgalata céljabdl az eltérd
regeneracios periddusokban gylijtott elézetesen hidrogén-peroxiddal kezelt neuroblasztéma
sejtekbdl nyert fehérjéket foszfospecifikus [Ps!®] és [Ps?%?], valamint PHF1 antitestekkel
jeloltik. A foszfospecifikus [Ps!®] és PHFI1 tau fehérje szintek jelentésen csokkentek az
oxidativ stressz utan, az O-glikozilacioval ellentétes dinamikat mutatva. Masrészt a
foszfospecifikus [Ps?%?] tau fehérjék szintje az O-glikozilacioval parhuzamos dinamikat

kovetett.
4. GFAT és OGT mRNS expressziojanak valtozasa oxidativ stressz hatasara

Kisérleteinkben az O-glikozilaciot katalizal6 OGT valamint a HBP {6 szabalyozd
enzimének a GFAT-nek az mRNS expresszids szintjeit is megvizsgaltuk H.Oz-vel kivaltott
oxidativ stressz utan. Oxidativ stressz hatadsara a GFAT és OGT mRNS expresszios szintje a
normal expresszié kb. hdromszorosara emelkedett, a 4 6réas regeneracios idépontnal tet6zve,
majd az expresszios szintek fokozatos csokkenést mutattak, a regeneracido 3 napjaban

megkdzelitve a kiindulasi szinteket.

Megbeszélés

A dolgozat els6 felében az O-glikozilacio dinamikajat és foszforilacioval valé kapcsolatat
vizsgaltuk akut stressz hatasara. Az SH-SY5Y neuroblasztéma sejtvonalon a 30 percig tartd
0,5 mM HO. kezelésnek, mint akut oxidativ stressznek, illetve a regenerdcionak az O-
glikozilacio dinamikajaban valé hatasat vizsgaltuk. Eredmenyeink azt mutatjak, hogy a
fehérjék O-glikozilaciés modosulédsa illetve az O-glikozilacio folyamataban résztvevd
kulcsfontossagu enzimek, OGT és GFAT mRNS expresszios szintje hasonlo id6beli valtozast
mutat. Kisérleteink soran szignifikansan emelkedett O-glikozilacios és enzim mRNS
expresszios szinteket talaltunk 2-4 oraval a stressz utani allapotban, melyek — korulbeltl 24-
72 Ora elteltével — a stressz eldtti normal szintre tértek vissza. Ezek az eredmények arra
engednek kovetkeztetni, hogy az O-glikozilaciés mddosulas a cellularis stresszvalasz
érzékeny és dinamikus markere.

Szadmos kozlemény megemliti az O-glikozilacid intracellularis folyamatokban betoltott
szabalyoz6 szerepét, mint a sejtciklusban, epigenetikdban, stressz adaptacidban, Ca®
jelatviteli mechanizmusokban vagy foszforilacidban.
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Az O-glikozilacio jelentésége a cellularis adaptacioban egy intenziven tanulmanyozott tertlet.
Féként allati szivizom- és vazizomsejtekben vizsgaltdk az O-glikozilacid mddosulasat
hipoxiaval illetve oxidativ stresszel szemben, melynek eredményeként globéalis O-glikozilacio
emelkedés kovetkezik be altaldban roviddel a stressz utdn. Szivizomszovetben a
megemelkedett O-glikozilacionak egyfajta védo szerepet is tulajdonitanak, mivel ezaltal
javult a szivizom Kkontraktilitdsa és csokkent az infarktus mértéke is. Az O-glikozil&cio védo
szerepét szamos elmélet magyarazza, mint példaul hdsokkfehérjék aktivacidja vagy a Ca®*
jelatvitel modosulasa, de az O-glikozilacio sokrétii tulélési mechanizmusa tovabbra is
tisztazasra var.

Kisérleteink sorén tapasztalt akut stressz hataséara bekdvetkezé O-glikozil&cios mddosulas
a szivizomsejtekben leirtakhoz hasonléan valtozott a neuroblasztoma sejtekben is.
Eredményeink bizonyitjak, hogy az O-glikozilacié oxidativ stressz hatasara bekovetkezd
emelkedése az idegsejtekben is egy aktivan szabalyozott folyamat, de ugyanakkor felmeril az
O-glikozilacio védé szerepe is. JOI ismert, hogy az O-glikozilaciés mddosulds preventiv
szerepe nem csak iszkémia-reperfizidban jelentds, hanem az Alzheimer korban is. Ugyanis
Alzheimer betegsegben az O-glikozilacio és foszforilacié kozti egyensulyi allapot
megbomlésa a foszforilacid javara hiperfoszforilalt tau fehérjék képzodéséhez vezet, melyek
aggregalédva neurofibrillaris kdtegeket alkotnak. Bizonyitott ugyanakkor, hogy az emelkedett
O-glikozilécios szintek képesek megakadalyozni a tau fehérjék hiperfoszforilaciojat.
Kisérleteinkben azt talaltuk, hogy a 30 perces 0,5 mM H20.-al kivaltott oxidativ stressz
hatdsara a foszforilalt tau fehérjék egy része az O-glikozilacidval ellentétesen viselkedve
csokkenést mutatott, mig bizonyos tau fehérjék esetében a foszforilacios mintazat
megegyezett az O-glikozilaci6 mintizatdval. Magyarazatként szolgélhat, hogy az O-
glikozilacionak és foszforilaciénak nem csak ugyanazon Ser/Thr helyekért vald versengése
ismert, hanem egymaéashoz kozeli modositési helyeket is képesek befolyasolni (“proximal site
effect”).

Bizonyitott, hogy az O-glikozilacio es a sejt szénhidrat anyagcsereje szorosan 6sszefligg,
azonban a cukorbetegség és az Alzheimer kér kdzotti molekularis mechanizmusok illetve az
O-glikozilacié szerepe ezekben a folyamatokban tovabbra is kérdéses. Ismert, hogy az
Alzheimer kor kialakulasdban a cukorbetegség illetve az inzulinrezisztencia is
rizikéfaktorkent szerepet jatszhat, ndvelve a ROS képzddését. Az O-glikozilacio szerepének
tisztazasa ezekben a folyamatokban, tovabbi kutatasok targyat képezi.

Dolgozatomnak ebben a részében sikerilt bizonyitani, hogy 30 percig tarté 0,5 mM
H202-0s kezelés indukalta oxidativ stressz egy gyors és ideiglenes O-glikozilacios emelkedést
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okoz SH-SY5Y neuroblasztoma sejtekben. Kimutattuk, hogy a fehérjék O-glikozilacids
modosulasanak dinamikus valtozasaval ellentétes modon viselkedik a foszforilalt tau fehérjék
egy része az oxidativ stressz hatasara. Osszegezve, kisérleteink soran arra a kivetkeztetésre
jutottunk, hogy az O-glikozilacio és a tau foszforilacio parhuzamos tanulmanyozasa oxidativ
stressznek Kitett idegsejteken hozzajarulhat az Alzheimer kor patofizoldgiajanak pontosabb

megértéséhez.

O-glikozilacié6 mddosulasa human fehérvérsejtekben akut testedzést

kovetoen

Eredmeények

1. Testedzés hatdsa a huméan vérmintakbdol mért klinikai paraméterekre

Onkéntesektd] vett vérmintakbol szamos biokémiai paramétert analizaltunk. A reggeli,
éhgyomri vérvételi mintakbol mért 6sszes paramétert normal tartomanyon beldl talaltuk. A
nyugalmi periodus, és a testedzés el6tti mintakbdl mért paraméterek egyikében sem volt
szignifikans kllonbség. Akut testedzést kovetéen a két vervételbdl mért értékek kozott
szamos szignifikdnsan emelkedett paramétert talaltunk: emelkedett a foszfat, laktat, kreatinin,
laktat-dehidrogenaz  (LDH), albumin szint illetve fehérvérsejtszam, limfocita és
trombocitaszam. A napi ingadozasok és a posztprandialis hatdsok kizarasa érdekében a
napkozbeni valtozasokat dsszehasonlitottuk a nyugalmi periddusban és a testedzési részben
tapasztalt napkdzbeni valtozasokkal.

2. 1zolalt mononuklearis sejtek O-glikozilacids mintazata testedzes utan

Az onkénteseinek K-EDTA-val antikoagulalt vérmintaibdl Histopaque-1077 oldattal
mononuklearis sejteket izolaltunk. Western blot mddszerrel a mintakbol az O-glikozilalt
fehérjék mennyiségét és mintazatat vizsgaltuk CTD110.6 és RL2 anti-O-glikoziléacios
antitestek segitségével. A varakozasoknak megfeleléen nem talaltunk szignifikans eltérést a
nyugalmi periodusokban, ellenben 2 merfoldes futast kovetéen szignifikans O-glikozilacio

novekedést talaltunk az edzés eldtt gylijtott mintakhoz képest.

3. O-glikozilacio vizsgalata Jurkat sejtekben kiilonbozo kezeléseket kivetoen

Jurkat sejteket onkéntesek testedzés el6tti €s utdni Osszegyijtott human szérumaval,

crer

oran keresztil. A kezelt sejtekben feltards utan western blot modszerrel a fehérjek O-
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glikozilaltsagat CTD110.6 antitesttel vizsgaltuk. Bar szignifikans eltérést egyik esetben sem
talaltunk, diszkrét O-glikozilacio emelkedés volt megfigyelheté a human testedzés utani

szérumok alkalmazésa esetén.

4. O-glikozilaci6 mddosulasanak vizsgalata fehérvérsejt alpopulaciokban aramlasi
citométerrel

Fehérvérsejt alpopuléciok O-glikozilaltsaganak megallapitasa céljabdl oOnkénteseinek
testedzés el6tti illetve utani izolalt és fixalt fehérvérsejtjeit fluoreszcens RL2 anti-O-
glikozilacios antitesttel jeloltuk és aramlasi citométerrel vizsgaltuk. A FSc illetve SSc
segitségével a sejteket méretiik és szemcsézettségik alapjan harom kiilonboz6 csoportba
soroltuk, granulocitakat, limfocitakat és monocitakat kiilénitve el. igy a 3 sejtpopulacidban az
O-glikozilacios szinteket kulon-kulon is tudtuk elemezni a FL1 fluoreszcens csatorna
segitségével. A granulocita sejtcsoportokon hasonldé O-glikozilacios szinteket mértiink
testedzés el6tt illetve utan, mig a limfocitdk és monocitak esetében szignifikans jobbra

tolddast detektaltunk testedzés utan.
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Aramlasi citométerrel detektalt O-glikozilacio valtozas a fehérvérsejt alpopulaciokban
testedzés utan. A. abra. FSc (x tengely) és SSc (y tengely) fliggvény alapjan granulociték,
limfocitak és monocitak besorolasa. B. abra. Az O-glikozilalt sejtek relativ FL1 fluoreszcens
szintjei, nyitott oszlop a testmozgas eldtti, mig a fekete oszlop a testmozgas utani allapotot
mutatja. Az adatok az atlaga + SD, * p <0,05 testedzés el6ttihez képest. C. abra. A
kiilon hisztogramon. A testedzés elotti sejtek eloszlasat sotét hisztogramok, a testedzés utani
eloszlast viladgos hisztogramok &brazoljak.
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Megbeszéles

Dolgozatom masodik felében az O-glikozilacio és az onkéntesek veérmintaibdl izolalt
human leukocitak kapcsolatat tanulmanyoztuk egyszeri fizikai aktivitast kovetéen. A levett
vérmintakbol tovabba vizsgaltuk a fizikai aktivitds hatdsat kiilonboz6 laboratoriumi markerek
esetében is. A nyugalmi periddusban, valamint testedzés el6tt és utan gyiijtott vérmintakbol
mért egyes markerek esetében emelkedést talaltunk a testedzést kovetden.

Izolalt fehérvérsejtekben az O-glikozilacios valtozasokat detektaltuk testmozgas eltt és

utdn 6sszehasonlitva a nyugalmi periddussal. Vizsgalatainkban igazoltuk, hogy a fizikai
aktivitds az Onkéntesek fehérvérsejtjeiben mérhetd valtozast indukalt, mely foként a
limfocitakat, kis mértékben a monocitakat érintette. Neutrofil granulocitdk esetében nem
talaltunk valtozast.
Mint tudjuk, az O-glikozilacionak védé szerepe tobb kiillonbozo tipusu stresszorral szemben is
ismert, illetve a prekondiconalasi folyamatokban is részt vesz. A legtobb ilyen iranyu kutatast
foként ragesalok szivizomszoveteiben végezték, az immunrendszer sejtjeit ezidaig nem
vizsgaltak. Mivel a testedzés, fizikai aktivitas kihat az immunrendszer miikodésére is, fontos
lenne tudni, hogy a héattérben milyen molekularis mechanizmusok zajlanak. A testedzés
immunmodulélé hatasat befolyasolhatja a testedzés hossza, intenzitasa, aerob vagy anaerob
jellege és a korabbi edzettségi allapot. Bizonyitott, hogy a megerdltetd gyakorlatok végzése
immunszuppresszidohoz vezethet, mig a mérsékelt testedzés elényds az immunrendszer
szamara és csOkkenti a fertézések eléfordulasat. Az egyik kulcsfontossagu jelatviteli eleme az
immunvalasznak a NF-xB, amely O-glikozilaciés modosuldsi helyeket is tartalmaz,
bizonyitva igy a kapcsolatot O-glikozilacio és immunvélasz kozott.

Az O-glikozilacidé UDP- GIcNAc révén kozvetlen kapcsolatban all a metabolizmussal,
ezért a metabolizmust érint6 valtozasok (akar stressz, akar prekondicionalas) kozvetitésében
logikus valasztasnak tint. Tovabbi kérdéskent felmerilt, hogy a testmozgas soran
bekovetkezé valtozasok (hipoxia, emelkedett gliikkoz szint, aciddzis, miokinek, 1L-6) kozdl,
melyek okozhatjak az O-glikozilacié emelkedést.

Az O-glikozilacios emelkedés kdzvetlen aktivatora Kisérleti beallitasainkbol sem derult Ki.
Elézetesen ugyanis kulon vizsgaltuk Jurkat sejtekben az egyes komponensek (tejsav,
epinefrin, IL-6) O-glikozilaciéra kifejtett hatdsat, azonban szignifikans eltéréseket egyik
esetben sem észleltiink. gy arra a kovetkeztésre jutottunk, hogy tobb fizikai és biokémiai
tényez6 egylttes hatdsa szilkséges az O-glikozilacio jelent6s emelkedéséhez a

fehérvérsejtekben.
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Osszefoglalva, munkank masodik felében sikeriilt kimutatni, hogy egyszeri testmozgas
megemeli a fehérjék O-glikozilacios szintjét fehérvérsejtekben is. Azt is igazoltuk, hogy a
valtozés nagy része a limfocitakat, monocitakat érinti. Bar a leukocitdkban az O-glikozilécid
komplex folyamatanak megértése tovabbi vizsgalatokat igényel, eredményeink segithetnek az
O-glikozilacid stressz adaptacios mechanizmusokban betdltott szerepének tisztdzasaban is.
Ugyanakkor ugy véljik, hogy, akdr a mechanizmus ismeretétdl fiiggetleniil, az O-glikozilacio
mérésenek huméan mintakban gyakorlati haszna lehet olyan (j diagnosztikdnak modszerek
kifejlesztésében, amely a sportorvoslasban, sziv-érrendszeri vagy metabolikus szindromas

betegek diagnosztikajaban segithetne.

UJ EREDMENYEK TETELES OSSZEFOGLALASA

Kutatdbmunkam soran az O-glikozilacio és akut stressz kapcsolatat vizsgaltuk sejtkultirakban

illetve izolalt human leukocitakban.

Human neuroblasztdma sejtvonalon 30 percig hatd hidrogén-peroxidos kezelést kovetéen a

kovetkezoket talaltuk:

o A fehérjék O-glikozilacios szintje a kezelést koveté 2-4 Oraban szignifikdnsan

emelkedett, majd a regeneracios periddus végén kozel a kiindulasi szintre tért vissza.

e Oxidativ stressz hatasara a foszfospecifikus [Ps!®®] és PHF-1 tau fehérjék
foszforilacids szintje csokkent, az O-glikozilacioval ellentétes iranyl dinamikat
mutatva, mig [Ps?®?] tau fehérjék szintje az O-glikozilacioval parhuzamosan
emelkedett.

e Az O-glikozilaci6 szabalyozasaban résztvevd enzimek koziil a GFAT és OGT mRNS
expresszios szintjét vizsgalva az O-glikozilaciohoz hasonld emelkedést talaltunk

stressz utani regeneracios periodus 2-4 orajaban.

Rovid ideig tarto fizikai aktivitas és O-glikozilacio kozotti kapcsolatot tanulmanyozva human
vermintakon az alabbi eredményekre jutottunk:

e Testedzést kovetéen mért biokémiai paraméterek kozil szignifikdns valtozasokat
talaltunk a nyugalmi periodushoz viszonyitva a glukdz, laktat, foszfat, kreatinin

szintekben.
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e |zolalt humén fehérvérsejtekben szignifikansan emelkedett O-glikozilacios szinteket

detektaltunk a testedzést kovetden.

o Fehervérsejtek 3 alpopulécidjanak O-glikozilaltsagi allapotat vizsgalva szignifikansan
emelkedett O-glikozilaciot talaltunk a monocitakban és limfocitdkban testedzest

hatasara.
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"Peptiderg szignalizacio komplexitasa és szerepe szisztémas betegségek kialakulasaban" cimi
palyazatot is.

Kdszdnetemet fejezem ki kdzvetlen munkatarsaimnak, akikkel a Laboratoriumi Medicina
Intézetben, illetve a Szentagothai Kutatokdzpontban egyditt dolgozhattam.

Nagyon kdsz6ndm Dr. Orban Jozsefnek a konfokalis mikroszkopban nyujtott segitségét.
Halas vagyok Dr. Pal Jozsefnek a barati tamogatasért, épit6 jellegti kritikaiért, melyeket a
dolgozat megirasaban nyujtott.

Szivb6l koszonom Dr. Fisi Viktérianak értékes szakmai tanacsait és javaslatait.
Ugyanakkor kdszéndm, hogy baratként is mindig szamithattam/szamithatok ra.

Végezetll, nagyon kdszondm a csaladomnak a tamogatast, hogy lehet6vé tették
tanulmanyaimat. Halas vagyok a megértésukért, biztatasukért, olykor noszogatasukért,
melyek nélkul a dolgozat nem készilhetett volna el. Nagyon kdszéndm paromnak a sok

tlrelmet, szeretetet és timogat6 hozzaallasat!
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