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ADP Adenozin-difoszfát 
ATF6 Aktiváló transzkripciós faktor 6 
ATM Ataxia teleangiektázia mutált 
ATP Adenozin-trifoszfát 
ATR Ataxia teleangiektázia és Rad-3- fehérje 
BSA Szarvasmarha szérum albumin 
cAMP Ciklikus adenozin monofoszfát 
CREB18 cAMP-érzékeny válasz elem-köt�  fehérje 
EDTA Etiléndiamin-tetraecetsav 
EGTA Etilénglikol-tetraecetsav 
EMEM Eagle-féle minimális esszenciális médium 
ER Endoplazmatikus retikulum 
ETC Elektrontranszportlánc 
DNS Dezoxiribonukleinsav 
DNS-PK DNS-függ�  protein kináz 
DDR DNS károsodási válasz  
ER Endoplazmatikus retikulum 
ERK Extracelluláris szignál által regulált kinázok 
FBS Fötális szarvasmarha szérum 
Fruktóz-6-P Fruktóz-6-foszfát 
FSc El� reirányú fényszórás  
GFAT L-glutamin-D-fruktóz-6-foszfát amidotranszferáz 
GlcNAc N-acetilglükózamin 
Glükóz-6-P Glükóz-6-foszfát 
Glükózamin-6-P Glükózamin-6-foszfát 
GLUT Glükóz transzporter 
HBP Hexózamin bioszintézis útvonal 
HBSS Hanks pufferelt sóoldat 
HSP H� sokkfehérje 
IL-2 Interleukin-2 
IL-6 Interleukin-6 
IRE1 Inozitol-függ�  enzim 1 
IRS-1 Inzulin receptor szubsztrát 1 
JNK  c-Jun N-terminális kináz 
K-EDTA Kálium- etiléndiamin-tetraecetsav 
LDH Laktát-dehidrogenáz 
MAPK Mitogén-aktivált protein kináz 
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MHC F�  hisztokompatibiltási komplex 
mRNS Hírviv�  ribonukleinsav 
NADPH Nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfát redukált forma 
NaF Nátrium-fluorid 
NEAA Nem esszenciális aminosav 
NFAT Aktivált T-sejt nukleáris faktor 
NF-� B Nukleáris faktor- kappa B 
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OGT O-� -N-acetilglükózamin transzferáz 
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PBGD Porfobilinogén deamináz 
PBS Foszfát pufferes sóoldat 
PERK Protein kináz RNS endoplazmatikus retikulum kináz 
PI3K Foszfatidil-inozitol-3 kinázok 
PP2A Protein-foszfatáz 2 
PKR Protein kináz R 
PUGNAc O-(2-Acetamido-2-deoxi-D-glükopiranozilidenamino) N-

PVDF Polivinil-difluorid 
RIPA Radioimmunprecipitációs esszé puffer 
ROS Reaktív oxigén származékok 
RNS Reaktív nitrogén származékok 
rpm Percenkénti fordulatszám 
RT-PCR Valós idej�  polimeráz láncreakció 
SD Standard deviáció 
SDS Nátrium-dodecil-szulfát 
S.E.M. Standard hiba 
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SLC Szolubilis hordozó transzporter  
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UDP Uridin-difoszfát 
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ÖSSZEFOGLALÁS 
 

Az O-glikoziláció egy dinamikus, reverzibilis, a sejtek metabolikus állapotát közvetít�  fehérje 

poszt-transzlációs módosulás. Szabályozó szerepe ismert az acetilációval, metilációval, 

ubikvitinációval, nitrozilációval kapcsolatban, de legrészletesebben vizsgált a foszforilációval 

való kompetíció. Az utóbbi id� kben felmerült az O-glikoziláció stressz adaptációban illetve 

prekondicionálásban betöltött jelátviv�  szerepe is. 

Dolgozatom alapját képez�  munka els�  felében az O-glikoziláció dinamikáját, tau 

foszforilációval való kapcsolatát vizsgáltuk akut oxidatív stressz hatására különböz�  

regenerációs id� pontokban humán neuroblasztóma sejtvonalon (SH-SY5Y). Western blot 

módszerrel kimutattuk, hogy rövid ideig oxidatív stressznek kitett sejtek szintjén az 

intracelluláris fehérjék O-glikozilációjának mértéke hirtelen emelkedett, majd közel a 

kiindulási szintre tért vissza a regenerációs periódus végére. Az O-glikoziláció szabályozásában 

résztvev�  f� bb enzimek expressziós szintjénél is hasonló kinetikát tapasztaltunk. A tau 

foszforiláció esetében az O-glikozilációval ellentétes változásokat észleltünk. Eredményeink 

azt mutatják, hogy az O-glikoziláció fontos szerepet játszik a stressz adaptációban, valamint a 

tau foszforilációval való kapcsolatának ismerete hozzájárulhat az Alzheimer kór 

patofizológiájának pontosabb megértéséhez. 

A munka második felében az O-glikoziláció változását vizsgáltuk egyszeri fizikai aktivitáson 

részt vett önkéntesek vérmintáiból izolált fehérvérsejteken. Kísérleteink során nem csak az 

összfehérvérsejtek, hanem az azt alkotó alpopulációk O-glikoziláltsági állapotára is kíváncsiak 

voltunk, amelyeket áramlási citometria segítségével vizsgáltunk meg. Eredményeink azt 

mutatták, hogy fizikai aktivitás hatására az összfehérvérsejtekben szignifikáns O-glikozilációs 

változás figyelhet�  meg a nyugalmi periódusban gy� jtött mintákhoz képest. Fehérvérsejt 

alpopulációk szintjén f� ként a limfociták és monociták csoportjában volt kifejezett az O-

glikozilációs változás. Bár ennek a komplex funkciónak a megértése további vizsgálatokat 

igényel, a mechanizmus ismeretét� l függetlenül az O-glikoziláció mérése humán mintákban 

hasznos kiegészít� je lehet a laboratóriumi diagnosztikának; például alkalmas lehet sportolók 

fizikai állapotfelmérésére, metabolikus szindrómás betegek sz� résére. 
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I. BEVEZETÉS 

I.1. A STRESSZVÁLASZ ÁLTALÁNOS JELLEMZ � I 

 

A stressz fogalmának bevezetése Selye János nevéhez f� z� dik. Értelmezésében a stressz az a 

nem specifikus válasz, mely a szervezet egészét érint�  alkalmazkodási folyamatot képes 

elindítani, ezáltal ösztönözve, hogy a kihívásokra, ingerekre reagáljon [1]. A stresszorok 

hatására bekövetkez�  testi reakciókat általános adaptációs szindrómának nevezte el, és három 

f�  szakaszra különítette. A vészreakcióban a szervezet felkészül a fokozott alkalmazkodásra, ez 

az úgynevezett „harc vagy menekülés” ideje. Az aktív ellenállás vagy adaptáció fázisában a 

szervezet további energiatartalékokat mozgósít, mely hosszabb-rövidebb ideig a szervezet 

igényeit a stresszorral szemben még képes kielégíteni. A stresszor tartós fennállása esetén 

következik a kimerülési fázis, amikor a tartalékok kimerülnek, a szervezet ellenálló képessége 

lecsökken, rohamos hanyatlás áll be [2]. 

 

I.1.1. Celluláris stresszválasz 

 

A stressz fogalma a sejtek szintjén is értelmezhet� . A sejtek az � ket ért változások hatására 

megpróbálják bels�  környezetüket egy sz� k tartományon belül tartani. Ezt a dinamikus 

egyensúlyt nevezzük intracelluláris homeosztázisnak, amely válaszként stabilizálja a sejtek 

bels�  környezetét a megváltozott küls�  környezettel szemben [3]. Ez a fiziológiai homeosztázis 

könnyen veszélybe kerülhet, ha a sejtet olyan stresszhatások érik, mint például UV sugárzás, 

h� sokk, oxidatív stressz, mérgez�  anyagok, ozmotikus sokk, extracelluláris ligandok [3,4]. A 

különböz�  mikrokörnyezeti stresszorokra adott védekez�  mechanizmus a celluláris 

stresszválasz, ami képes a sejtek aktuális tolerancia szintjét emelni. A sejttípustól, a stressz 

id� tartamától, illetve annak súlyosságától függ� en a celluláris válasz sokrét�  lehet. Ha a 

küszöbértéket a stressz-inger nem haladja meg, a sejt képes a megbomlott egyensúlyi 

állapotának helyreállítására. Amennyiben a károsodás egy bizonyos küszöbértéket meghalad, 

elégtelen adaptáció eredményeként sejt hipertrófia, hiperplázia, atrófia és metaplázia alakul ki, 

illetve különböz�  sejtpusztulási útvonalak aktiválódnak: apoptózis, nekrózis és autofágia [3,5]. 

Az elégtelen adaptáció esetében illetve a sejtpusztulás el� idézésében mitogén-aktivált protein 



	�

kináz (MAPK) kaszkádok: a JNK (c-Jun N-terminális kináz) és a p38-út játszanak szerepet 

[6,7], amelyek ugyanakkor nagy jelent� séggel bírnak számos betegség kialakulásában is, mint 

az iszkémia, ateroszklerózis, neurodegeneratív elváltozások és tumorok. 

A különböz�  stressz-ingerek (vírusok, baktériumok, sugárzás, környezeti toxinok) különböz�  

sejt-véd�  mechanizmusokat indukálhatnak, amelyek képesek a sejtek homeosztázisának 

visszaállítására. Ezek a celluláris stresszválaszok lehetnek: oxidatív stresszválasz, 

h� sokkválasz, sérült fehérjeválasz (unfolded protein response, UPR) és DNS károsodási válasz 

(1.ábra) [5]. 

 

  
1. ábra. Celluláris stresszválaszok és f� bb stresszfehérjéi. (Módosított ábra) 

(Kép forrása: Muralidharan S, Mandrekar P (2013) J Leukoc Biol. 94(6): 1167-1184) 
 

A megbomlott egyensúly, mely a reaktív oxigén/nitrogén származékok (ROS/RNS) túlzott 

emelkedésének és az antioxidánsok csökkenésének eredménye, oxidatív stresszt eredményez. 

Az endogén oxidálószerek különböz�  anyagcseretermékek metabolitjai vagy melléktermékei, 

melyek a mitokondriumokban zajló aerob anyagcseréb� l vagy a ciklooxigenáz, a nikotinamid-

adenin-dinukleotid-foszfát (NADPH) és xantin-oxidáz által közvetített reakciókból képz� dnek. 

Az endogén ROS képz� dése f� ként két sejtorganellumban történik: az endoplazmatikus 

retikulumban (ER) és a mitokondriumban. Az ER-ben a diszulfid kötések oxidatív átalakulása 

a fehérje összehajtogatás (folding) során ROS felhalmozódáshoz vezethet. A legfontosabb 
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endogén ROS forrás azonban a mitokondrium, ahol intenzív aerob metabolizmus zajlik, 

ugyanakkor itt redukálódik az elektrontranszportlánc végén lév�  molekuláris oxigén is 

szuperoxidionná [5,8]. Exogén tényez� k is képesek ROS-t el� idézni; kémiai ágensek közül 

f� ként a hidrogén-peroxid, fizikai faktorok esetében az UV sugárzás rendelkezik ilyen hatással. 

A felhalmozódott oxidálószerekkel szemben a sejtek az oxidatív stressz kivédésére antioxidáns 

fehérjék fokozottabb termelésével válaszolnak [9], azonban javíthatatlan károsodás esetén 

kaszpázok által közvetített apoptózist indukálhatnak. 

Az oxidatív stressz, a nehézfém mérgezés, h� hatás, fert� zések h� sokkfehérjéket (HSP) 

aktiválva h� sokkválaszt eredményeznek. Ezeknek a stressz-ingereknek egyik f�  celluláris 

következménye a fehérje károsodás, mely a denaturálódott fehérjék aggregálódásához vezet. A 

h� sokkfehérjék az eukarióta sejtek citoplazmájában, nukleoluszában, ER-ben és 

mitokondriumaiban expresszálódnak. Olyan ATP-függ�  molekuláris chaperone fehérjék, 

amelyek képesek a fehérje denaturálódást megakadályozni és ezáltal csökkentik a fehérje 

aggregáció mértékét [10]. 

Az ER a stresszválasz kialakulása szempontjából egy fontos sejt kompartmentum, ahol a 

szekretált, membránhoz kötött, sejtorganellum-specifikus fehérjék transzlációs módosulása, 

foldingja történik. Stressz-ingerek, mint a tápanyaghiány, hipoxia, vagy vírusfert� zés, 

megzavarhatják a folding folyamatot, ami hiányos vagy sérült fehérjék keletkezéséhez vezethet, 

ezáltal UPR-t eredményezve [11,12]. Eml� ssejtekben az UPR-t három stresszérzékel� , az 

inozitol-függ�  enzim 1 (IRE1), az aktiváló transzkripciós faktor 6 (ATF6) és a protein kináz R 

(PKR)-szer�  ER kináz (PERK) közvetíti, amelyek érzékelik a fehérje folding körülményeit és 

a megfelel�  jeleket az UPR célgének felé továbbítják. Amennyiben az ER stressz krónikus 

és/vagy igen kiterjedt mérték� , úgy az UPR programozott sejthalált is indukálhat [12]. 

A DNS károsodási választ (DNA Damage Response, DDR), ami egy szintén stressz által 

közvetített út, a környezeti genotoxikus és kémiai anyagok okozta DNS léziók aktiválják. A 

DDR f�  szabályozói a primér transzdukciós fehérjék, mint az ataxia teleangiektázia mutált 

fehérje (ATM), az ATM fehérjével rokon (ATR, ataxia teleangiektázia és Rad-3- fehérje) 

fehérje komplexum és a DNS-függ�  protein kináz (DNS-PK), amelyek a foszfatidil-inozitol-3 

kinázok (PI3K) családjába tartoznak [12]. Mindegyik fehérje különböz�  DNS-károsodás miatt 

aktiválódik, és specifikus jelátviteli utakat stimulál [13]. 

Ezek az intracelluláris adaptációs mechanizmusok, a receptor köt� désen át a jelátviteli és gén 

transzkripciós folyamatokon keresztül egészen a fehérjeszintézisig, [4] hozzájárulnak a sejtek 

túlél� képességéhez a sejtciklus szabályozásával, funkcionális fehérjék javításával és/vagy 
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stabilizálásával, sérült molekulák eltávolításával, a tárolt energiatartalékok mozgósításával, 

valamint a metabolikus útvonalak módosításával [5,14,15]. Ezekben a mechanizmusokban a 

celluláris fehérjék szabályozása több szinten is végbemegy, megváltoztatva így a fehérje- 

degradációt (kaszpázok aktiválása) és szintézist (transzkripció változás, UPR) illetve a 

fehérjefunkciót [11,16,17]. 

 

I.1.2. Prekondicionálás 

 

A sejtek túlél� képessége a tolerancia fokozásával növelhet� , ezt a fiziológiai folyamatot 

prekondicionálásnak is nevezzük. A prekondicionálás egyfajta stressz-edzésnek is megfelelhet, 

amikor alacsonyabb dózisban, ugyanazzal a stresszorral szemben alakul ki a tolerancia, illetve 

kereszttoleranciának, ha egy adott stresszel szembeni el� kondicionálás eredményeként más 

stressz-ingerekkel szemben is ellenállóbbá válik a sejt. Ennek a folyamatnak az alapja a 

stresszválasz nem specifikus tulajdonsága, ugyanis a különböz�  stresszhatások 

stresszfehérjéket indukálhatnak/aktiválhatnak. Ezek a stresszfehérjék képesek a különböz�  

eukarióta sejteket a h� mérsékleti és pH változásokkal, ionizáló sugárzással valamint kémiai 

behatásokkal szemben prekondicionálni. Így a stresszfehérjék általános sejtvéd�  

tulajdonságuknak (fehérje-, DNS védelem, szabadgyök fogás) köszönhet� en ellenállóbbá 

teszik a sejteket a stresszorokkal szemben [3]. 

Az egyik legtöbbet tanulmányozott prekondicionálási mechanizmus az iszkémás 

prekondicionálás, ami egy veszélytelen, rövid ideig tartó, az egyes szervek vagy szövetek 

vérellátásának felfüggesztésével járó folyamat, amelyet egy szintén rövid ideig tartó reperfúziós 

id� szak követ megel� zve az iszkémiás reperfúzós károsodás el� idézését [18]. A iszkémiás 

prekondicionálásnak f� ként a miokardiális, agyi és renális iszkémiás sérülés elleni 

védekezésben van jelent� s szerepe [19–21]. Két formája ismert: a lokális- illetve távoli 

iszkémiás prekondicionálás. Mindkét esetben számos endogén molekula játszik közre a 

jelátviteli folyamatokban, melyek közül legtöbbnek sejtvéd�  hatása van. A távoli iszkémiás 

prekondicionálás alapjául három f�  útvonal szolgál: i.) humorális (adenozin [22], bradikinin 

[23], opioid [24], endokannabinoid [25]), ii.) neurogén (adenozin [26], bradikinin [27] és 

kalcitonin génnel rokon peptid [28]) valamint iii.) szisztémás útvonal (gyulladás/apoptózis 

[29,30]) [20]. Mind a humorális, mind a neurogén útvonal képes különböz�  kináz-kaszkádokat 

indukálni, amelyek gátolva a mitokondriális permeabilitást, megakadályozzák a sejtek halálát. 
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Szisztémás útvonalon keresztül a távoli iszkémiás prekondicionálás képes modulálni az 

immunsejtek gén- és receptor expresszióját, így a gyulladásos válasz megváltoztatásával képes 

csökkenteni a károsodás mértékét [31]. Peralta és mtsai (2001) kimutatták, hogy az iszkémiás 

prekondicionálás révén a máj is ellenállóbbá válik az iszkémiás-reperfúziós károsodással 

szemben. Munkájukban a máj prekondicionálásnak hatását távoli szervekben is vizsgálva arra 

a következtetésre jutottak, hogy a májból történ�  szisztémás TNF-�  felszabadulás 

csökkentésével távoli szervekben is megakadályozható a gyulladásos károsodás [30]. Ez a 

sejtvéd�  hatás közvetlenül az inger alkalmazása után (korai védelmi ablak) valamint az azt 

követ�  napokban vagy hetekben (második védelmi ablak) is észlelhet�  volt [31]. Klinikai 

gyakorlatban az iszkémiás prekondicionálást ötperces periódusokra ütemezik, amelyet ötperces 

reperfúzió választ el, közvetlenül a célszerv iszkémia-reperfúziós sérülése el� tt. Az iszkémiás 

prekondicionálás hatékonysága nagyban függ az el� kezelt szövetek térfogatától, 

prekondicionálás id� tartamától, a reperfúziótól és az iszkémiás prekondicionálás és az 

iszkémiás reperfúzió károsodás közötti eltelt id� t� l [20]. 

A másik f�  prekondicionálási folyamat a fizikai aktivitás általi prekondicionálás. A kifejezést 

els� ként a szakirodalomban Radák és mtsai vezették be, utalva a fizikai edzés hatására a 

szívizomban az oxidatív stresszel szemben kialakult ellenálló képességre [32]. Mint ismert, a 

fizikai aktivitás nem csak a szív- és érrendszert befolyásolja jótékonyan, hanem pozitív hatással 

van a mozgásszervi, légúti, endokrin, idegi, humorális és celluláris immunrendszerre is. A 

fizikai aktivitás általi prekondicionálás kritikus fontosságú az iszkémiás-reperfúzió 

következtében fellép�  oxidatív stressz és károsodás enyhítésében, a glükóz intolerancia és az 

inzulinrezisztencia csökkentésében, ízületi atrófia megel� zésében és az öregedési 

folyamatokban is [32–35]. Már korai tanulmányok is leírták a mérséklet fizikai aktivitásnak az 

immunrendszer m� ködésére kifejtett pozitív hatását [36]. Graham és kutatócsoportja fizikai 

prekondicionálás során, interleukin-6 (IL-6) és iszkémiás reperfúzió kapcsolatát vizsgálva 

egerekben bebizonyította, hogy a testmozgás IL-6-on keresztül kardioprotekciót eredményez 

[37]. A megváltozott immun-mediált válaszok révén, a fizikai edzés egyfajta kiegészít�  terápia 

is lehet olyan betegségekben, mint a depresszió, szorongás, szív-, érrendszeri, anyagcsere és 

daganatos betegségekben illetve autoimmun kórfolyamatokban [38]. A mechanizmus, amellyel 

a fizikai edzés a veleszületett és szerzett immunitást befolyásolja még nem tisztázott, de 

nagymértékben függ a fizikai gyakorlat típusától, intenzitásától valamint az id� tartamától. 

A fizikai aktivitás általi prekondicionálást nem csak az immunrendszer esetében, hanem az agyi 

infarktus kockázatának csökkenésénél valamint a transzplantált csontvel� i sejtek túlélésével 
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kapcsolatban [39] is vizsgálták. Ding és mtsai (2004) azt találták, hogy a csökkent agyi 

károsodás a fizikai edzés hatására fokozottan expresszálódó neurotrofinnak és angiogenézisnek 

tulajdonítható [40]. A fizikai edzés jótékony hatása a csontvel� i sejtekre és mikrokörnyezetükre 

régóta ismert. Bizonyított, hogy a fizikai aktivitás képes a hemopoetikus sejteket a sugárzástól 

megvédeni illetve növelni a hemopoetikus progenitor sejtek számát. Ezek az adaptációs 

folyamatok a mezenchimális � ssejtek differenciálódásának módosulásai révén valósulnak meg 

[41]. 

Összegezve a prekondicionálás is egyfajta stressz, melyre a sejteknek különböz�  véd�  

mechanizmusokkal reagálniuk kell. A stresszválasz mögött olyan molekuláris folyamatok 

zajlanak, mint a mitokondriális és szabadgyökfogó rendszer elemeinek aktiválása, h� sokk 

fehérjék fokozott expressziója [42–44]. Bár ez egy elég intenzíven tanulmányozott terület, a 

folyamatok aktiválásának megértése még mindig nem teljesen tisztázott. 
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I.2. POSZT-TRANSZLÁCIÓS MÓDOSULÁSOK SZEREPE A 

CELLULÁRIS STRESSZVÁLASZBAN  

 

A stresszválasz útvonalakat, ideértve a kanonikus útvonalakat, mint az oxidatív stressz, 

hiperozmótikus stressz, DNS károsodás, h� sokk, hipoxia, ER stressz és gyulladások, közös 

szerkezeti felépítés jellemzi, aminek alkotói a szenzorok, transzkripciós faktorok valamint 

kináz/foszfatáz transzformátorok [45,46]. Ennek a struktúrának köszönhet� en a sejtes 

stresszválaszokat különböz�  genomikai, transzkripciós, transzlációs és poszt-transzlációs 

folyamatok aktiválják és szabályozzák. 

Ezek közül a legjobban tanulmányozható a transzkripció által közvetített folyamat, mely során 

a transzkripciós faktor indukálta stresszgének segítik a sejtek homeosztázisának visszaállítását, 

valamint a sejtanyagcserét, a proliferációt és az apoptózist is szabályozzák. A transzkripciós 

gén-indukció a sejt stressz-t� r� képességét meghaladó nagyfokú stresszorral szemben fellép�  

egyfajta válaszreakció, ugyanakkor önmagában ez a folyamat egy hirtelen bekövetkez� , 

er� teljes adaptációhoz nem elegend� , mivel a transzkripció aktiválásától az új gének 

szintéziséig illetve megfelel�  fehérje mennyiség eléréséig több óra, akár nap is eltelhet [46]. 

Ezzel szemben a poszt-transzlációs módosulás egy olyan általános adaptatív mechanizmus, 

mely transzkripciós aktivitást nem igényelve számos stressz útvonalon m� ködik. Akut vagy 

krónikus, bizonyos küszöbértéket nem meghaladó stresszre adott gyors válasz, mely képes akár 

már a korábban transzkripció során keletkezett stresszfehérjéken keresztül is hatni [46]. Ezek a 

poszt-transzlációs módosulások különfélék lehetnek, beleértve a reverzibilis kovalens 

módosításokat (például foszforiláció, metiláció, acetiláció, O-glikoziláció, ubikvitináció és 

sumoiláció), alloszterikus vagy nem alloszterikus szabályozást (enzim gátlása végtermék által) 

vagy fizikailag indukált fehérje szerkezeti változásokat (például magas h� mérséklet, 

mechanikai er� k) [47–49]. 

Összességében a poszt-transzlációs módosulások reverzibilis vagy irreverzibilis fehérje 

szerkezeti, stabilitási és funkcióváltozásokat képesek el� idézni a sejt integritásának meg� rzése 

céljából. 
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I.3. O-GLIKOZILÁCIÓ A CELLULÁRIS STRESSZVÁLASZBAN 

 

I.3.1. O-típusú fehérje glikoziláció 

Az O-típusú fehérje glikoziláció egy poszt-transzlációs módosulás, mely eukarióta sejtek, 

baktériumok Golgi apparátusaiban megy végbe. A folyamat során 1-3 cukoregység kapcsolódik 

a fehérjék szerin (Ser), treonin (Thr), hidroxilizin vagy hidroxiprolin aminosavainak 

hidroxilcsoportjához. A kapcsolódó szénhidrátrészekre nem jellemz�  a közös szerkezet, így 

lehetnek N-acetil-galaktózamin, N-acetil-glükózamin, fukóz, glükóz, galaktóz, mannóz, 

növényekben arabinóz cukoregységek, melyek a polipeptidláncon szintetizálódnak, specifikus 

glikoziltranszferázok által katalizált hozzáadással.�A glikoproteineknek fontos szerepük van 

fiziológiás (sejt-sejt, sejt-mátrix kapcsolatok, immunválasz) és kóros folyamatokban (vírus-

fert� zés, daganatképz� dés) egyaránt. 

Dolgozatom további részében az O-glikoziláció alatt azt a dinamikus és reverzibilis poszt-

transzlációs módosulást értem, amely során a sejtmagban és citoszolban található fehérjék Ser 

és Thr aminosavainak hidroxilcsoportjára egyetlen cukormolekula, az O-� -N-acetilglükózamin 

kapcsolódik. Napjainkban az egyre javuló technikai feltételeknek köszönhet� en (pl. 

tömegspektrometria) több, mint 3000 nukleáris, citoplazmatikus valamint mitokondriális 

fehérjér� l derült ki, hogy O-glikozilált [50]. Ennek az egyszer�  poszt-transzlációs 

módosulásnak azonban jelent� s szerepe van fiziológiás és patofiziológiás folyamatokban. A 

megváltozott O-glikozilációs módosulás olyan különböz�  humán kórképek kialakulásához is 

köthet� , mint a kardiovaszkuláris betegségek [51], neurodegeneratív rendellenességek [52,53], 

cukorbetegség [54–56] és malignus daganatos megbetegedések [57]. A reakciót két enzim 

katalizálja: egyik az O-� -N-acetilglükózamin-transzferáz (OGT), mely a cukorcsoport 

addíciójáért felel� s, míg az O-� -N-acetilglükózaminidáz (OGA) annak eliminációját végzi. 

Mindkét enzim nukleáris és citoszolikus elhelyezkedése ismert, azonban az OGT f� ként 

nukleárisan, míg az OGA dominánsan a citoplazmában található. A folyamat szubsztrátja, az 

uridin-difoszfát-N-acetilglükózamin (UDP-GlcNAc), mely a hexózamin bioszintézis útvonal 

(HBP) végterméke (2. ábra). Ebbe az útvonalba sejttípustól függ� en a szervezetbe jutó glükóz 

csupán 2-5% -a lép be [58]. 
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2. ábra. Hexózamin bioszintézis útvonala (HBP) és az O-glikoziláció folyamata. 

(Saját ábra) 

 

Az O-glikoziláció számos olyan fehérjefunkción hatva fejti ki hatását, amelynek következtében 

megváltozik a DNS kötés és transzaktiváció [59,60], fehérjék közötti kölcsönhatás és 

intracelluláris lokalizáció [61], valamint a fehérje lebontás [62]. Korábbi tanulmányokból jól 

ismert számos transzkripciós faktor O-glikozilációja, mint például a p53, c-myc, nukleáris 

faktor kappa B (NF-� B), aktivált T-sejt nukleáris faktor (NFAT), OGT, inzulin receptor 

szubsztrát 1 (IRS-1) [63,64]. Becslések alapján az O-glikoziláció által módosított fehérjék több 

mint 25%-a vesz részt a transzkripció szabályozásában [60], így nem meglep�  az O-glikoziláció 

sokoldalú szerepe, melyet jelátviteli folyamatokban, sejtciklus szabályozásban, 

génexpresszióban, glükóz metabolizmusban valamint a celluláris stresszválaszokban tölt be 

[54,65]. 
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Az utóbbi évek kutatási eredményei arra utalnak, hogy az O-glikoziláció a celluláris 

stresszválasz egyik jelent� s komponense, ugyanis O-glikoziláció emelkedést figyeltek meg 

számos szöveti károsodásban illetve olyan celluláris stresszválaszban, amit h� stressz [66,67], 

oxidatív stressz [68], DNS károsodási stressz (doxorubicin, UV sugárzás) [69–71], hipoxia 

[72,73], ER stressz (tunikamicin) [74], iszkémia/reperfúzió sérülés [75,76] vagy traumás vérzés 

[77] okoz. Bizonyított ugyanakkor, hogy az O-glikoziláció felfüggesztése a sejtek 

pusztulásához vezet [65]. 

Az O-glikoziláció képes a fehérjék szabályozásában oly módon is részt venni, hogy közvetlen 

illetve közvetett módon befolyásol más poszt-transzlációs módosulásokat, amelyek szintén 

kulcsfontosságú szerepet töltenek be a fehérjék funkcióiban illetve jelátviteli folyamataikban. 

Ennek fényében az O-glikoziláció kölcsönhatását vizsgálták már acetilációval, metilációval, 

ubikvitinációval, nitrozilációval kapcsolatban is, bár ezek az interakciók még nem teljesen 

tisztázottak [64,78,79]. 

 

I.3.2. O-glikoziláció és foszforiláció kölcsönhatása 

Az O-glikoziláció leggyakrabban és legrészletesebben vizsgált kapcsolata a foszforilációval 

való versengés. Létrejöhet kompetíció azonos Ser és Thr helyekért, ilyenkor az OGT és 

foszfatázok együttesen, egy stabil úgynevezett �yin-yang� komplexet alkotnak [80], de 

egymáshoz közeli módosítási helyeket is befolyásolhatnak (�proximal site effect�) [81]. Ez a 

fajta kölcsönhatás az O-glikoziláció és foszforiláció között számos fehérje funkció szabályozás 

terén megfigyelhet�  (például ismert proto-onkogének, neurofilamentumok, citoszkeletális 

fehérjék esetén) [81,82], ugyanakkor fontos szerepet játszik a krónikus betegségek, mint a 

cukorbetegség, neurodegeneratív betegségek és a tumor képz� dés etiológiájában is [83]. 

A közelmúlt eredményei arra utalnak, hogy a neuronális szövetekben is jelent� s mérték�  O-

glikozilációs módosulás van jelen [84]. Az agyban lév�  számos olyan fehérje érintett, amely 

részt vesz a transzkripcióban, neuronális jelátvitelben és szinaptikus plaszticitásban, ilyenek 

például a CREB18 (ciklikus adenozin monofoszfát (cAMP)-érzékeny válasz elem-köt�  fehérje) 

[85], synGAp19 (szinaptikus guanozin-trifoszfatáz aktiváló fehérje) [86], � -amiloid prekurzor 

fehérje és tau fehérje [87]. Ezek közül néhány fehérjének kritikus szerepe van a 

neurodegeneratív betegségek kialakulásában. A tau fehérje egy mikrotubulusokhoz kapcsolt, 

neuronokban található citoszkeletális fehérje, mely foszforilált formában stabilizálja a 
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mikrotubulusokat. Ismert, hogy a tau fehérje foszforilációja és O-glikozilációja közötti 

megbomlott egyensúlyi állapot következtében hiperfoszforilált tau fehérjék keletkeznek, 

melyek aggregálódva az Alzheimer-kór patofiziológiájának f�  elemeit, a neurofibrilláris 

kötegeket képezik [88–90] (3. ábra). 

 

 

3. ábra. O-glikoziláció és foszforiláció közötti kölcsönhatás. (Módosított ábra) 

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

 

Ennek eredményeként számos kutatócsoport vizsgálta az O-glikoziláció és tau foszforiláció 

közötti kapcsolatot. Liu és mtsai bizonyították, hogy az agyi glükóz-metabolizmus károsodása 

is hozzájárulhat az Alzheimer-kór kialakulásához, mivel a csökkent HBP-fluxus a tau fehérjék 

csökkent O-glikozilációjához vezet, ami a tau fehérjék hiperfoszforilációját eredményezi [90]. 

Taupátiás egér modellekben kimutatták továbbá hogy akut OGA gátlás révén fokozott O-
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glikozilációs módosulás következik be a tau fehérjéken, megakadályozva ezáltal a tau fehérjék 

hiperfoszforilációját [91,92]. Graham és mtsai OGA hosszú távú gátlásának eredményeként 

er� teljes tau O-glikozilációs emelkedést, disztrófiás neuronok számának csökkenését észlelték 

illetve egyfajta védelmet is megfigyeltek a patológiás tau fajták foszforilációjának 

kialakulásával szemben, anélkül hogy a nem patogén tau foszforilációja változna [91]. Liu és 

mtsai in vivo és in vitro körülmények között vizsgálták az O-glikoziláció szerepét a tau 

foszforilációban. Munkájukban megállapították, hogy az O-glikoziláció helyspecifikus módon 

szabályozza a tau foszforilációt [93]. 

Bár ismert, hogy az O-glikozilációt dinamikus és stimuláló idegi ingerek indukálhatják [84], az 

O-glikoziláció szabályozása akut stressz során neuronális sejtekben még vitatott. 

 

I.3.3. O-glikoziláció és prekondicionálás kapcsolata 

Egyre több irodalmi adat igazolja azt a feltételezést, hogy az O-glikozilációnak jelent� s szerepe 

van a celluláris stresszválaszban. Azon jelátviteli mechanizmusok, amelyek O-glikoziláció 

emelkedést eredményeznek, növelik a stresszel szembeni toleranciát és ezáltal javítják a sejtek 

túlélését. F� ként in vitro patkány szívizomsejteken végzett kísérleti eredmények arra engednek 

következtetni, hogy az O-glikoziláció egyfajta közvetít�  is a prekondicionálási folyamatokban 

kardioprotektív hatása révén. Újszülött patkány szívizomsejtekben mutatták ki, hogy az 

oxidatív stressz és a hipoxia-reoxigenziáció átmeneti O-glikoziláció emelkedést okoz, növelve 

a sejtek életképességét és csökkentve a nekrózist és az apoptózist [73,94]. Ugyancsak izolált 

perfundált patkány szívben glutamin vagy glükózamin adásával el� idézett fokozott HBP 

átáramlás az iszkémia kezdete el� tt szignifikánsan növelte az O-glikozilációt, javította a 

szívizom kontraktilitását és csökkentette a reperfúziót követ�  szöveti károsodást [95,96]. 

Steven P. Jones és mtsai kimutatták, hogy O-(2-Acetamido-2-deoxi-D-

glükopiranozilidenamino) N-fenilkarbamát (PUGNAc) in vivo adása, mely az OGA inhibitora, 

csökkenti az iszkémia-reperfúzió hatására kialakuló infarktus mértékét egér szívben [68]. A 

pontos mechanizmus, mely magyarázná az iszkémiás prekondicionálás és emelkedett O-

glikoziláció közötti kapcsolatot, még vitatott. Összefüggéseket találtak emelkedett O-

glikoziláció és fokozott HSP-40 és HSP-70 transzkripció között, melyek közül az utóbbi fehérje 

maga is célpontja az O-glikozilációs módosulásnak [97]. Ugyanakkor bizonyított, hogy az O-

glikoziláció képes csökkenteni a mitokondriális permeabilitást a Ca2+ túltelít� dés és a ROS 

képz� dés csökkentése révén [73]. 
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Az iszkémiás prekondicionálással ellentétben, a fizikai aktivitás általi prekondicionálás és O-

glikoziláció kapcsolatát csak korlátozott számú állatmodellben tanulmányozták ellentmondásos 

eredményekkel. Hosszú távú, rendszeres edzés hatásait vizsgálva rágcsálók szív- és 

izomszöveteiben néhány kutatócsoport O-glikoziláció csökkenést [98,99], míg mások O-

glikoziláció szint emelkedést találtak [100,101]. Az akut fizikai aktivitás és O-glikoziláció 

kapcsolatával ez idáig két tanulmány foglalkozott. Peternelj és mtsai emelkedett O-

glikozilációs szinteket mutattak ki a patkány vázizomban akut edzést követ� en [102]. Ezzel 

szemben Medford és kutatócsoportja egerek szívizomszövetében vizsgálva az akut testedzés 

hatásait, arra következtetésre jutott, hogy 15 perces futópados edzés után az O-glikoziláció 

szintje csökkent, míg félórás edzés után nem tapasztaltak szignifikáns változást [103]. 

A rendelkezésre álló adatokból jól kit� nik, hogy a fizikai aktivitás általi prekondicionálás és O-

glikoziláció közötti molekuláris kapcsolat megértése további kísérleteket végzését teszi 

szükségessé. 
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I.4. O-GLIKOZILÁCIÓ ÉS FIZIKAI AKTIVITÁS SZEREPE AZ  
IMMUNRENDSZER M � KÖDÉSÉBEN�

�
Irodalmi adatok sokasága támasztja alá a glikoziláció relevanciáját a kórokozók felismerésében, 

gyulladásos folyamatokban, veleszületett és szerzett immunválaszokban és a daganatos 

megbetegedésekben [104–107]. A glikozilációnak kulcsszerepe van a fehérje-antigén 

felvételben és a proteolítikus folyamatokban, megváltoztatva a f�  hisztokompatibiltási komplex 

(MHC) antigén prezentációját és így a kés� bbi immunválaszt is. Az MHC-ligandumok 

körülbelül egyharmada az epitópok poszt-transzlációs módosítását tartalmazza. Mivel a 

fehérjék közös poszt-transzlációs módosulása a glikoziláció, ezáltal valószín� síthet� , hogy az 

MHC ligandumok 1-5% tartalmazhat glikánokat. Az elmúlt években egyre több tanulmány 

foglalkozott a glikánok és T-sejt válaszok közötti kapcsolattal, bebizonyítva, hogy a glikánok 

befolyásolhatják a T-sejt-válaszokat akár az epitóp szerkezetének változtatása révén, akár az 

antigén prezentáló sejtek által bemutatott peptid epitópok profiljának befolyásolásával. A 

glikánok szerepe az antigén és a T-sejtek felismerésében ugyanakkor különösen fontos a saját 

antigének toleranciájának indukálásához, ugyanis az epitóp megváltozása számos autoimmun 

betegséghez kapcsolódhat.[108,109]. 

Az O-glikoziláció a többi „hagyományos” glikációval ellentétben nem els� sorban az antigén 

szerkezet kialakításában játszik szerepet - fontosabb az intracelluláris folyamatokban betöltött 

szabályozó szerepe. Az O-glikoziláció immunrendszerben betöltött szerepét f� ként limfocita 

sejtekben vizsgálták már az 1990-es években. Kearse és Hart kimutatták, hogy a T-sejteket 

mitogén hatású konkanavalin A, majd forbol 12-mirisztát 13-acetát (PMA) / ionomicin 

kezelésnek alávetve a nukleáris és citoplazmatikus O-glikozilációs fehérjékben gyors és 

átmeneti változás következett be bizonyítva az O-glikoziláció szabályozó szerepét a T-limfocita 

aktiválás korai stádiumában [110]. Körülbelül egy évtizeddel kés� bb, James és mtsai a NF-� B 

transzkripciós faktor átmeneti O-glikozilációs módosítását írták le [9]. Egy másik fontos 

limfocita transzkripciós faktorról, az NFAT-ról is igazolódott, hogy tartalmaz O-glikozilációs 

módosítási helyeket. Ennek a két faktornak az O-glikozilációs módosulása révén valósul meg 

T-sejt-receptoron (TCR) keresztül a T-sejt valamint azon belül a T-sejt osztódást serkent�  

faktor, interleukin-2 (IL-2) és IL-6 aktiválása. Igazolódott továbbá, hogy a NFAT és NF-� B 

nukleáris lokalizációja kulcsfontosságú a B-sejtek újra-programozásában valamint a B-sejt 

aktivációban is [111] (4. ábra). 
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4. ábra. O-glikozilációs módosulás modellje a limfocita aktiválás során. (Módosított ábra) 
(Kép forrása: Alexander Golks A, Guerini D (2008) EMBO Reports. 9(8): 748-753) 

 

Citokinek általi stimuláció különböz�  anyagcsere folyamatok változását eredményezve 

valószín� leg a HBP-be belép�  cukor mennyiségét is érinti. Emelkedett UDP-GlcNAc a fehérjék 

O-glikozilációs módosulásához vezet, mely a monociták és neutrofilek migráló és proliferáló 

funkcióira van hatással [112]. 

A fizikai aktivitás immunrendszerre gyakorolt hatása széles körben tanulmányozott terület. 

Egyfajta fizikai stresszként olyan immunválaszokat okozhat, amelyek a testedzés természetét� l, 

intenzitásától és tartamától függ� en lehetnek pozitív (véd� ), negatív (patológiás) vagy 

immunmoduláló hatásúak [113,114]. Mérsékelt intenzitású testmozgásról bebizonyosodott, 

hogy fokozza az immunrendszer m� ködését, csökkenti a fels�  légúti fert� zés kialakulását. 

Ezzel szemben a hosszabb ideig végzett meger� ltet�  testmozgás az immunrendszer 

m� ködésének átmeneti depressziójához vezethet [115,116]. Handzlik és mtsai ugyanakkor 

kimutatták, hogy a nagy intenzitású testmozgás fokozottabb gyulladáscsökkent�  válaszreakciót 

eredményezhet, mely kedvez� bb hatással bír a krónikus gyulladással járó betegségek 

megel� zésében és kezelésében, például szív- és érrendszeri betegségeknél [117]. A fizikai 

aktivitással szembeni sejtválasz a természetes öl� sejt (NK-sejt) aktivitás, a neutrofil funkció és 
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a limfocita válasz révén figyelhet�  meg [113]. Niemann és mtsai NK sejtek fokozott citotoxikus 

aktivitását mérték maratoni futóknál mozgásszegény kontrollcsoporthoz viszonyítva [118]. A 

NK sejtekkel ellentétben, úgy t� nik, a testmozgás csökkenti a veleszületett immunrendszer 

egyik összetev� jének, a neutrofil sejteknek m� ködését. Hack és mtsai a neutrofilek fagocitáló 

tulajdonságainak csökkenését mutatták ki sportolókban intenzív edzést követ� en [119]. 

Bizonyított, hogy ezeknek a hatékony fagocitáknak az elnyomása dönt�  szerepet játszik a 

légz� szervi megbetegedések kialakulásában. A szerzett immunrendszer esetében azonban nem 

találtak egyértelm�  összefüggéseket a közvetlen testmozgás és a limfocita válasz között, annak 

ellenére, hogy a T-sejtek m� ködése egy intenzív futás után több órán keresztül felfüggeszt� dik 

[120]. 

Bár jól látszik, hogy számos tanulmány foglalkozik az immunrendszer és O-glikoziláció 

valamint az immunrendszer és fizikai aktivitás kapcsolatával, arra vonatkozó adatok nincsenek, 

ahol az immunrendszer, az O-glikoziláció és a fizikai aktivitás kapcsolatát egységesen 

tárgyalnák. 



���

II. CÉLKIT � ZÉSEK 

 

A dolgozat célja az O-glikoziláció akut stresszben betöltött szerepének tanulmányozása volt 

kétféle modellben. 

1. Els�  lépésben humán neuroblasztóma sejtvonalon akut stresszként hidrogén-peroxidos 

kezelést alkalmazva a következ� ket vizsgáltuk: 

·  Rövid ideig oxidatív stressznek kitett humán neuroblasztóma sejtekben az O-glikoziláció 

dinamikájának követése különböz�  regenerációs periódusokban. 

·  O-glikoziláció és tau foszforiláció közötti kölcsönhatás vizsgálata akut stresszt 

követ� en. 

·  O-glikoziláció folyamatában szerepet játszó f� bb enzimek mRNS expressziós szintjének 

meghatározása. 

 

2. Második lépésben rövid ideig tartó fizikai aktivitás és O-glikoziláció hatását vizsgáltuk 

humán vérmintákon. Ennek céljából a következ�  lépéseket végeztük: 

·  Testedzés során szignifikáns eltérést mutató biokémiai anyagok detektálása. 

·  Humán vérmintából izolált fehérvérsejtek O-glikozilációs státuszának változása akut 

testedzést követ� en. 

·  Fehérvérsejt alpopulációk O-glikozilációs módosulásának detektálása. 
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III. ANYAG ÉS MÓDSZER 

 

III.1. SEJTKULTÚRÁK 

 

Kísérleteinket kitapadó SH-SY5Y (ATCC CRL-2266 humán neuroblasztóma) és 

szuszpenzióban lév�  Jurkat (ATCC TIB-152 humán T-sejt leukémia sejtek) sejtvonalakon 

(forrás PTE Immunológiai és Biotechnológia Intézet) végeztük. A sejtek fenntartásához és 

tenyésztéséhez EMEM (Eagle’s Minimal Essential Medium) és Ham´s F12 médiumok 1:1 

arányú keverékét használtuk, kiegészítve 10% fötális szarvasmarha szérummal (FBS), 1% nem 

esszenciális aminosav keverékkel (NEAA) illetve penicillin (100 U/ml) - sztreptomicin (100 

µg/ml) oldattal.  

A sejteket standard sejttenyésztési körülmények között (37ºC-on, 5% CO2-t tartalmazó, 

párásított atmoszférájú termosztátban) tenyésztettük. Médiumcsere történt 2-3 naponta a 

megfelel�  sejtkonfluencia illetve sejt mennyiség eléréséig. 

 

III.1.1. Hidrogén-peroxidos kezelés 

 

A SH-SY5Y sejteket 80%-os konfluencia elérésekor, a kísérlet kezdete el� tt 12-24 órával, friss 

médiumba helyeztük. Célunk volt egy olyan akut oxidatív stresszállapot és azutáni regeneráció 

szimulálása, mely során a sejtek nem szenvedtek túlzott mérték�  apoptózist/nekrózist. A 

szakirodalomnak megfelel� en [121] és számos el� kísérlet alapján az általunk használt 

sejtvonalon a 0,5 mM H2O2-dal 30 percig való kezelés bizonyult optimálisnak, elérve így egy 

~75%-os viabilitás csökkenést. A sejteket a FBS-ben található antioxidánsok okozta gyors H2O2 

lebomlásának elkerülése végett szérummentes médiumban helyeztük az említett kondíciók 

között. A kezelés lejárta után a sejteket 1 alkalommal mostuk foszfát pufferelt sóoldatban 

(PBS), majd komplett médiumba visszahelyezve a feltüntetett regenerációs id� pontokig 

inkubáltuk: 0, 30, 60 percig, és 2, 4, 24, 48, és 72 óráig. A kontroll sejteket hidrogén-peroxidos 

kezelés nélkül 30 percen át szérummentes médiumban tartottuk, majd 60 percig komplett 

médiumba helyeztük vissza. Az inkubációs periódusok lejárta után a sejteket PBS oldatban 

mostuk, majd pelletként -76ºC-on tároltuk. 
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III.1.2 Intracelluláris reaktív oxigén szabadgyök meghatározás 

 

Intracelluláris ROS szintek mérését CM-H2DCFDA (Thermo Fisher Scientific) fluoreszcens 

festékkel végeztük, ami egy általános oxidatív stressz indikátor. SH-SY5Y sejteket a kísérlet 

megkezdése el� tt 0,25%-os tripszint, 0,5 mM etiléndiamin-tetraecetsavat (EDTA) tartalmazó 

PBS oldatba vettük fel, majd el� melegített komplett médiumba mostuk, semlegesítve a 

tripszint. Ezután a sejteket gyorsan Hanks pufferelt sóoldatban (HBSS) mostuk, majd újra 

felvettük 1% szarvasmarha szérum albumint, 1,2 mM Ca2+-t, 1 mM Mg2+-t és 2 mM CM-

H2DCFDA festéket tartalmazó HBSS oldatba. A mintákat sötétben szobah� mérsékleten 30 

percig inkubáltuk, miközben minden 10. percben óvatosan megkevertük a sejtek kitapadásának 

elkerülése végett. További mosási lépésekkel eltávolítottuk a felesleges fluoreszcens festéket, 

majd a sejteket ismét HBSS oldatba szuszpendáltuk. A fluoreszcens jelet 25ºC-on F4500 

fluoreszcens spektrofotométerrel (Hitachi High-Technologies) detektáltuk 490 nm gerjesztési 

és 525 nm emissziós hullámhosszon. A fluoreszcens alapvonalat 1xPBS illetve 0,5 mM H2O2 

hozzáadása el� tt körülbelül 1 percig rögzítettük. Magát a fluoreszcens jelet kb. 10 percig 

monitoroztuk a kontroll mintában és a hidrogén-peroxidos kezelést követ� en. A relatív ROS 

értéket a fluoreszcencia intenzitás változás hányadosával (F/F0) fejeztük ki. 

 

III.1.3 Jurkat sejtek kezelése 

 

EMEM és Ham’s F12 médiumban tenyésztett Jurkat sejteket az alábbi módon kezeltük 1 órán 

át: a) edzés el� tti és edzés utáni humán szérummal, b) 5, 10, 20 mM tejsavval (PTE 

Gyógyszertár), valamint c) 1 µM, és 100 µM epinefrinnel. Citokinek közül az IL-6 3, 5, 50, 

100, 1000 pg/ml koncentrációjú inkubációját végeztük 1 és 6 órán át. Az inkubációs id� k lejárta 

után a sejteket PBS oldatos mosást követ� en pelletként a feldolgozásukig -76ºC-on tároltuk. 
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III.2. KÍSÉRLETI EDZÉS ÖNKÉNTESEKKEL 

 

Ehhez a kísérlethez olyan egészséges férfi önkénteseket kértünk fel, akik megfeleltek a 

kiválasztási kritériumainknak, melyet az 1. táblázat foglal össze és az önkéntesek f� bb 

paramétereit is tartalmazza (pl. életkor, testtömeg). A résztvev� k írásbeli tájékoztatást kaptak a 

kísérlet részleteir� l, a mintavételr� l és a vizsgálati protokollról, majd írásos beleegyezésüket 

adták a kísérleti feltételekhez. 

El� kísérletként 3 egészséges férfi önkéntest kértünk fel 2 mérföldes táv lefutására, melyet 

megel� zött illetve követett egy-egy vérvétel. A 2 mérföldes távot az önkéntesek az Egyesült 

Államok Hadseregének Fizikai Alkalmassági Teszt leírásának megfelel� en teljesítették [122]. 

Következ�  alkalommal standard reggeli mellett (ami ~600kcal-nak felelt meg, és 80% 

szénhidrátot tartalmazott) 6 egészséges férfi önkéntessel ismételtettük meg a feladatot. A 

kísérletet ebben az esetben két, majdnem azonos részre osztottuk: 1. nyugalmi periódus és 2. 

testedzés. A két rész között 3 hét telt el. Mindkét esetben az önkéntesek 12 órás éhgyomri 

vérvételen vettek részt illetve tilos volt bármilyen meger� ltet�  testmozgás 48 órával a vérvétel 

el� tt. A nyugalmi periódusban a standard reggeli elfogyasztása után 3 órával az önkéntesek 

fizikai aktivitás nélkül egy második vérvételen vettek részt. A testedzési részben az 

önkénteseknek a reggeli elfogyasztása után 3 órával 2 mérföldes futó gyakorlatot kellett 

teljesíteniük minél rövidebb id�  alatt, megállás nélkül, melyet egy újabb vérvétel követett. 

 

Jellemz� k n = 6 

Kor (éves) 30 ± 5,2 

Testtömeg (kg) 77 ± 8,6 

Testtömegindex (kg/m2) 23,94 ± 2,3 

Dohányzás 0 (0%) 

Akut/krónikus betegség 0 (0%) 

Rendszeres gyógyszerszedés 0 (0%) 

2 mérföldes futás (id� tartam) 940 ± 85 s. 

Rendszeres testedzés/hét, (id� tartam) 119 ± 88 min. 

 

1. táblázat. Az önkéntesekhez tartozó f� bb adatok és a kiválasztás kritériumai. 
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III.2.1. Humán vérminták feldolgozása 

 

Az önkéntesek vérmintáit zárt vérvételi rendszer�  (Becton Dickinson Vacutainer®) géltartalmú 

natív illetve kálium- etiléndiamin-tetraecetsavval (K-EDTA) valamint nátrium-fluoriddal 

(NaF) ellátott vákuum-csövekbe gy� jtöttük. A minták gy� jtése a Pécsi Tudományegyetem 

Etikai Bizottságának jóváhagyásával, az 5187 számú etikai engedéllyel történt. K-EDTA 

alvadásgátolt csövekb� l végeztük a vérkép meghatározást Cell-Dyn 3700 hematológiai 

automatán (Abbott Diagnostics), valamint a fehérvérsejtek izolálását. Glükóz és laktát 

meghatározására NaF-t tartalmazó csöveket használtunk, megakadályozva így a glikolízist. 

Géltartalmú natív csövekb� l rutin laborvizsgálatokat végeztünk, meghatározva így az 

ionháztartást, vese és májfunkciós paramétereket, anyagcsere és szövetkárosodási 

folyamatokat. A levett vérmintákat 10 percig centrifugáltuk szobah� mérsékleten 1500 rcf-n, 

natív csövekb� l szérumot illetve NaF-t tartalmú csövekb� l plazmát nyerve. Mind a plazmából, 

mind a szérumból vizsgált paramétereket Cobas 8000 Modular készüléken mértük (Roche 

Diagnostics). 

Mononukleáris sejtek izolálására megközelít� leg 2,5 ml K-EDTA-val antikoagulált teljes vért 

használtunk, amelyet gy� jtés után rögtön Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich) oldatra 

rétegeztünk. Izopiknikus grádiens centrifugálás (20 percig, szobah� mérsékleten, 500 rcf-n) 

után a mononukleáris sejteket a plazma és Histopaque-1077 határfelületr� l gy� jtöttük össze és 

jéghideg PBS oldatos mosást követ� en pelletként a felhasználásig -76ºC-on tároltuk.  

 

III.3. WESTERN BLOT 

 

Western blot vizsgálatainkhoz el� kezelt SH-SY5Y és Jurkat sejteket, valamint izolált humán 

mononukleáris sejteket felolvasztás után jégen tartott módosított 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% deoxikolát, proteáz gátló koktél: 1 tabletta/10ml (Roche 

Applied Science) tártuk fel. A mintákat 30 perces inkubálást követ� en 10 percig, 4ºC-on 3000 

rpm fordulatszámon centrifugáltuk. A felülúszó protein koncentrációjának meghatározását a 

Bio-RAD DC Protein Assay Kit-jével végeztük. A lizátumokat Laemmeli-pufferrel kiegészítve 

(4x törzsoldat: 0,25M Tris-HCl, pH 6,8, 40v/v% glicerin, 27,74 mM SDS, 8v/v% � -merkapto-

etanol, 0,01v/v% brómfenolkék) 5 percig forraltuk. Elektroforetikus elválasztásra 8% SDS-

PAGE gélt használtunk, majd a mintákat polivinil-difluorid (PVDF) membránra (Millipore) 
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blottoltuk. A minták egyenl�  mennyiség�  protein tartalmát SYPRO Ruby Protein Blot Stain 

Kit-jével (Bio-Rad) ellen� riztük. A membránokat egy órán át blokkoltuk 1%-os kazeines PBS 

oldatban illetve 5%-os zsírmentes tejport tartalmazó trissel tompított sóoldat + 0,1%-os Tween 

20 keverékében szobah� mérsékleten, majd ezt követ� en O-glikozilált fehérjékre specifikus, 

CTD110.6 (monoklonális egér IgM, 1:2000, Sigma-Aldrich) és RL2 (monoklonális egér, IgG, 

1:1000, Thermo Fisher Scientific) antitesttel jelöltük. A tau fehérjék kimutatására többféle tau 

elleni antitestet használtunk a gyártók által javasolt protokoll szerint, melyet a 2. táblázat foglal 

magába. A mononukleáris sejtek illetve Jurkat sejtek esetében bels�  kontrollnak 1:1500 

hígításban poliklonális anti-aktin IgG (Sigma-Aldrich) antitestet használtunk. Végül a 

membránokat a megfelel� , tormagyökér peroxidázzal konjugált másodlagos antitestekkel 

(1:2500) inkubáltuk. Femto kemilumineszcens szubsztráttal (Thermo Fisher Scientific) 

végeztük az el� hívást, a jeleket Kodak Image Station 2000R-rel detektáltuk. A sávok 

intenzitásának elemzését Kodak 1D és ImageJ elemz�  szoftverrel végeztük. 

 

2. táblázat. A kísérlet során használt tau elleni antitestek jellemz� i. 

Tau els� dleges antitestek Hígítás   Gyártók 

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

[Ps199] foszfospecifikus 

poliklonális nyúl anti-tau 
1:1000 Thermo Fisher Scientific 

[Ps262] foszfospecifikus 

poliklonális nyúl anti- tau 
1:1000 Abcam, Cambridge, MA, USA 

PHF1 [Ps396/404] anti-tau 1:200 
Dr. P. Davies, Albert Einstein 

College of Medicine, Bronx, NY, 
USA 
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III.4. SEJTVIABILITÁS 

 

SH-SY5Y sejteket a kezelési és a regenerációs id� pontok lejárta után 0,25%-os tripszinnel a 

tenyészt�  flaskákról enzimatikusan eltávolítottuk. Kétszeri jéghideg PBS-sel mosott, körülbelül 

106 sejtet tartalmazó mintákat propidium-jodiddal és Annexin V-FITC-vel festettük a gyártó 

utasításai szerint (BD Pharmingen). A propidium-jodid gerjesztette fluoreszcens jelet a FL3 

csatornán, 620 nm hullámhosszon, míg az Annexin V-FITC intenzitását az FL1 csatornán, 525 

nm hullámhosszon detektáltuk Cytomic FC 500 áramlási citométerrel (Beckman Coulter). Az 

elpusztult (propidium-jodidra pozitív és Annexin V-FITC negatív vagy pozitív sejtek) illetve 

az él�  sejtek (propidium-jodid és Annexin V-FITC negatív) kapuzásának beállítása kontroll 

mintákon történt, majd ezeket a határokat alkalmaztuk minden egyes mintánál. 

 

III.5. IMMUNFLUORESZCENCIA 

 

SH-SY5Y sejteket ~80%-os konfluencia eléréséig fed� lemezeken tenyésztettünk. Oxidatív 

kezelést követ� en a sejtet tartalmazó fed� lemezeket kétszer mostuk jéghideg PBS oldatban, 

majd 10%-os formaldehid tartalmú PBS-ben fixáltuk 30 percig szobah� mérsékleten. 

Formaldehid okozta autofluoreszcencia elkerülésére a sejteket 50 mM ammónium-kloriddal 

kezeltük 10 percig. Ezután a sejteket 0,1% Triton-X 100/PBS oldatban 5 percig 

permeabilizáltuk. A nem specifikus köt� dési helyeket PBS-ben oldott 5%-os marha szérum 

albuminnal (BSA, Sigma-Aldrich) gátoltuk 5 percig. Az els� dleges ellenanyaggal való jelölés 

CTD110.6 (1:200) 5% BSA/PBS oldatban történt 30 percig szobah� mérsékleten. Háromszori 

PBS-sel történ�  öblítés után a mintákat Alexa Fluor 594 kecske anti-egér IgM másodlagos 

antitesttel (1:200, Thermo Fisher Scientific) jelöltük 30 percig sötétben. A magvak láthatóvá 

tételére Hoechst festést alkalmaztunk 1:5000 hígításban 15 percig szobah� mérsékleten, 

sötétben. PBS oldatban való mosás után a fed� lemezeket Vectashield fed� oldattal (Vector 

Laboratories) zártuk. A képeket Zeiss Axiovert 35 (Carl Zeiss Microscopy) inverz fluoreszcens 

mikroszkóppal készítettük, a képelemzést CellD (Olympus) szoftverrel végeztük. Az átlagos 

pixelintenzitást legkevesebb 15 sejtb� l gy� jtött és Hoechst magfestésre normalizált értékb� l 

számítottuk ki. 
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III.6. VALÓS IDEJ �  POLIMERÁZ LÁNCREAKCIÓ 

 

Hidrogén-peroxiddal kezelt SH-SY5Y neuroblasztóma sejtekb� l totál RNS-t izoláltunk 

RNeasy Mini Kit (Qiagen) segítségével a gyártó utasításait követve. Az így nyert RNS 

koncentrációját és min� ségét Nanodrop Implen Nanophotométerrel határoztuk meg. A 

koncentrációmérést követ� en 1µg mennyiség�  totál RNS-t felhasználva cDNS-t készítettünk 

iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad) felhasználásával a gyártó által javasolt protokoll szerint. 

El� retervezett Taq-Man próbát alkalmaztunk a humán OGT és L-glutamin-D-fruktóz 6-foszfát 

amidotranszferáz (GFAT) mRNS expressziós szintjeinek meghatározására. Referencia génként 

humán porfobilinogén deaminázt (PBGD) használtunk. A primerek és próbafragmensek 

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

valós idej�  polimeráz láncreakció (RT-PCR) egyes lépéseit a 3. táblázat foglalja össze. 

 

RT-PCR lépései  H� mérséklet Id � tartam 

I. El � inkubálás  95°C 10 min 

 

II. Amplifikáció 

(ciklusszám: 45) 

Denaturálás 95°C 12s 

Anelláció 60°C 30s 

Elongáció 72°C 1s 

III. H � tés  40°C 30s 

 

3. táblázat. RT-PCR lépései. 

 

A mérésket LightCycler II Thermal Cycler (Roche Applied Science) készülékkel végeztük. 

Minden reakcióelegyhez LightCycler Taqman Master Mix-t adtunk 20µl össztérfogatban. Az 

amplifikáció hatékonysága mind a cél-, mind a referencia gének esetében megközelít� leg 

100%-os volt A relatív génexpresszió meghatározásához a 2DDCt (Livak) módszert 

használtuk. Minden esetben a vizsgált gén expressziós szintjét összehasonlítottuk a referencia 

gén expressziós szintjével. A PCR reakciók során használt oligonukleotidok szekvenciáit és 

próbáit a 4. táblázat tartalmazza. 
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Célgén Forward primer Reverz primer Próba 

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. táblázat. A felhasznált oligonukleotidok szekvenciái. 

 

III.7. ÁRAMLÁSI CITOMETRIA 

 

Közvetlenül a K-EDTA-val antikoagulált teljes vér gy� jtése után, fehérvérsejtek kinyerése 

végett a vérmintákat egyid� ben Lyse/Fix pufferrel (BD Biosciences) lizáltuk és fixáltuk a 

gyártó utasításai szerint. A fixált fehérvérsejteket PBS oldatos mosás után 0,5% Triton-X 

100/PBS oldattal 2 percig permeabilizáltuk. Nem specifikus köt� helyek blokkolására 5% 

BSA/PBS oldatot használtunk 2 percig. Az els� dleges antitesttel való inkubálás RL2 (1:200) 

5% BSA/PBS oldatban 37ºC-on 30 percig történt. PBS-ben történ�  öblítés után a sejteket 1:200 

hígítású fluoreszceinnel konjugált kecske anti-egér IgG (Thermo Fisher Scientific) másodlagos 

antitestet tartalmazó 5% BSA/PBS oldatban inkubáltuk 37ºC-on 30 percig. Végül mosás után, 

a sejteket mérés el� tt PBS oldatba újra szuszpendáltuk. A sejtek el� re- (FSc) és oldalirányú 

(SSc) fényszóródását valamint a fluoreszcens intenzitást (FL1-es csatornán, 525 nm-en 

detektálva) Cytomics FC 500 áramlási citométerrel (Beckman Coulter) mértük. A különböz�  

fehérvérsejt alpopuláció régiók és az adatok mennyiségi meghatározása FlowJo szoftver 

alkalmazásával történt. 

 

III.8. STASZTISZTIKAI ELEMZÉS 

 

Az ábrázolt értékeket az átlag ± standard szórás (SD) illetve az átlag ± standard hiba (SEM) 

formájában tüntettük fel. A statisztikai elemzést Student-féle T-próbával, az 

összehasonlításokat kétutas ANOVA-t követ�  Bonferroni post-hoc teszttel végeztük. Minden 

esetben p <0,05 értéket tekintettük szignifikánsnak. 
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IV. EREDMÉNYEK ÉS MEGBESZÉLÉS 

 

IV.1. AKUT STRESSZ HATÁSA AZ O-GLIKOZILÁCIÓRA 

NEUROBLASZTÓMA SEJTVONALON 

 

IV.1.1 EREDMÉNYEK 

IV.1.1.1. Oxidatív kezelés hatása az SH-SY5Y sejtek viabilitására 

A SH-SY5Y neuroblasztóma sejteket oxidatív stressz elérése érdekében H2O2 kezelésnek 

vetettük alá. A 30 percig tartó 0,5 mM H2O2 kezelés hatásosságának mérésére CM-H2DCFDA 

ROS specifikus fluoreszcens festéket használtunk. Amint az 5. ábrán is látható peroxidos 

kezelést követ� en szignifikánsan emelkedett intracelluláris ROS aktivitást mértünk. 

 
5. ábra. Intracelluláris ROS aktivitás mérése. Bal oldal: relatív fluoreszcencia (F/F0) 
detektálása id�  függvényében. Jobb oldal: hidrogén-peroxidos kezelés utáni átlagos 

fluoreszcencia növekedés. Az adatok három független kísérlet átlagai ± S.E.M. *p<0,05 a 
kontrollhoz képest. 

 
Akut oxidatív stressz és azt követ�  regeneráció szimulálására a 30 percig 0,5 mM H2O2 

kezelésnek kitett neuroblasztóma sejteket a szer kimosása után komplett médiumba helyeztük 

vissza regeneráció céljából (6. ábra.). Intracelluláris ROS szinteket a H2O2 eltávolítása után 
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különböz�  id� pontokban (1-6 óra) is megmértük, de releváns különbségeket nem találtunk a 

peroxiddal kezelt és kontroll sejtek között. Ellenben az oxidatív stressz okozta károsodás f� ként 

a kezelés utáni 24 óra elteltével volt kifejezett (az elpusztult sejtek aránya a kontroll mintában 

lév�  elpusztult sejtekhez képest 6,3%-ról 22,6%-ra emelkedett). Ez az arány 48 illetve 72 óra 

elteltével nem mutatott további szignifikáns emelkedést. 

 

6. ábra. Akut oxidatív stressz hatása a sejtek viabilitására. H2O2-os kezelés után az él�  és 
elpusztult sejtek százalékos arányának megállapítása Annexin V és propidium-jodidos jelölést 

követ� en áramlási citométerrel történt. Az adatok nyolc független kísérlet átlagai ±S.E.M. 
*p<0,05 a kontrollhoz képest. 

 

IV.1.1.2. O-glikoziláció dinamikájának változása immunfluoreszcenciával akut oxidatív 

stresszben 

A neuroblasztóma sejtek viabilitására kifejtett 30 percig tartó hidrogén-peroxidos kezelés 

okozta akut oxidatív stressz hatását a továbbiakban az O-glikoziláció dinamikájában is 

megvizsgáltuk. Ismerve az O-glikoziláció celluláris stresszválaszban és sejtciklusban betöltött 

szerepét, feltételeztük, hogy az O-glikoziláció dinamikájában is észlelünk változásokat. 

Fed� lemezen tenyésztett kontroll valamint 0,5 mM H2O2-vel 30 percig kezelt SH-SY5Y 

sejteket a különböz�  regenerációs periódusok után formalinban rögzítettük, majd CTD110.6 
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(anti-O-glikozilációs mononklonális) antitesttel jelöltük. A másodlagos immunfluoreszcens 

jelölés után a neuroblasztóma sejtek citoplazmája diffúzan, b� séges szemcsés O-glikozilációs 

pozitivitást mutatott (7. ábra). Bár oxidatív stressz hatására minden sejtben emelkedett O-

glikozilációs szintet találtunk, a szignifikáns változásokat a regenerációs periódus 

el� rehaladásával észleltük. A néhány er� teljesebben jelöl� dött, kompaktabb, kör alakú sejtek 

esetében Hoechst magfestés alapján felmerült a mitotikus és az apoptotikus jelleg is. A kés� i 

stressz fázisban észlelt nagy számuk miatt apoptotikus jellegük valószín� síthet� bb volt. A 

fluoreszcencia intenzitást minden kísérleti körülményre átlagoltuk és a 7. ábra jobb oldalán 

látható oszlopdiagramon összesítettük. Bár nem találtunk jelent� s intenzitásbeli különbséget a 

kontroll és a különböz�  regenerációs id� pontban feldolgozott sejtek között, szignifikáns 

változást észleltünk a 0 perces illetve a 2 órai regenerációs id� pont közt. 
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7. ábra. Akut oxidatív stressz hatása fehérje O-

glikoziláció id� beli dinamikájára immunfluoreszcens 
jelöléssel. Kontroll és a H2O2 kezelésen átesett 

sejteket CTD110.6 antitesttel és Hoechst magfestékkel 
jelöltük. Bal oldal: oxidatív stressz utáni regenerációs 

id� pontokban készült képek ábrázolása (40x 
nagyítás). Jobb oldal: immunfluoreszcens képek 
mennyiségi elemzése. Az átlagos pixelintenzitás 

legkevesebb 15 sejtb� l gy� jtött és Hoechst 
magfestésre normalizált érték, az adatok három 
független kísérlet átlagai ± S.E.M; *p<0,05 a 0 

perchez képest. 
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IV.1.1.3. O-glikoziláció és foszforiláció kapcsolatának vizsgálata SH-SY5Y neuroblasztóma 

sejteken 

Az immunfluoreszcenciával bemutatott dinamikus O-glikozilációs változást a továbbiakban 

Western blottal is igazoltuk, azáltal, hogy a fehérjéket CTD110.6 anti-O-glikozilációs 

antitesttel jelöltük. Szignifikánsan emelkedett O-glikozilációs intenzitást találtunk 2-4 órával 

az oxidatív stresszt követ� en, mely 24-48 óra elteltével közel normál szintre tért vissza (8A. 

ábra). 

 

8A. ábra. Akut oxidatív stressz utáni SH-SY5Y neuroblasztóma sejtek O-glikozilációs 
mintázatának id� beli változása Western-blottal. Bal oldal: H2O2-vel kezelt neuroblasztóma 

sejtek Western-blot analízise SYPRO Ruby Blot összfehérje festés valamint CTD110.6 antitest 
alkalmazása utána. Jobb oldal: denzitometriás ábrázolása az O-glikozilációs mintázatnak az 

összfehérje festésre normalizálva. A változásokat a kontrollhoz viszonyított arány %-ában 
fejeztük ki. Az adatok három független kísérlet átlagai ± S.E.M; *p<0,05 kontrollhoz képest, 

#p<0,05 2 órás regenerációs ponthoz képest. 
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A 4. táblázatban feltüntetett tau fehérje elleni antitestekkel vizsgáltuk az eltér�  regenerációs 

periódusokban gy� jtött el� zetesen hidrogén-peroxiddal kezelt neuroblasztóma sejtek tau 

foszforilációjának szintjét. Amint a 8B. ábra eredményei is mutatják, a foszfospecifikus [Ps199] 

és PHF1 tau fehérje szintek az össz-tau fehérje szinthez viszonyítva jelent� sen csökkentek a 30 

percig tartó oxidatív stressz után. A kezelés utáni 24-72 órás regenerációs id� pontokban ezen 

tau fehérjék foszforilációs szintje az O-glikozilációval ellentétes dinamikát mutatva, visszatért 

az alapszintre. A foszfospecifikus [Ps262] tau fehérjék esetében eredményeink az O-

glikozilációval megegyez�  dinamikát mutattak, oxidatív stressz után a rövid id� n belül 

jelentkez�  foszforiláció emelkedést csökkenés kísérte a hosszabb távú regenerációs periódus 

alatt. 
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8B. ábra. Tau foszforiláció id� beli változása oxidatív stressz hatására. Bal oldal: Western-
blot analízis aktin, össz-tau, [Ps199], [Ps262] és PHF-1 antitest jelölés után kontroll és 
el� zetesen 30 percig H2O2 kezelésnek kitett majd különböz�  regeneráció id� pontokban 

összegy� jtött SH-SY5Y sejtekb� l származó fehérjekivonatokból. Jobb oldal: [Ps199], [Ps262] 
és PHF1 denzitometriás elemzése össz-tau-ra normalizálva. A változásokat a kontrollhoz 

viszonyított arány %-ában fejeztük ki. Az adatok három független kísérlet átlagai ± S.E.M; 
*p<0,05 kontrollhoz képest, #p <0,05 2 órás regenerációs ponthoz képest. 
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IV.1.1.4. GFAT és OGT mRNS expressziójának változása oxidatív stressz hatására 

Kísérleteinkben az O-glikozilációt katalizáló OGT-nak valamint a HBP f�  szabályozó 

enzimének a GFAT-nak az mRNS expressziós szintjeit is megvizsgáltuk H2O2-vel kiváltott 

oxidatív stressz utáni, különböz�  regenerációs periódusban gy� jtött neuroblasztóma 

sejtmintákban. Eredményeink hasonló dinamikát mutattak mind a GFAT, mind az OGT mRNS 

expressziós szintjében (9. ábra ). Oxidatív stressz hatására a GFAT és OGT mRNS expressziós 

szintje a normál expresszió kb. háromszorosára emelkedett, a 4 órás regenerációs id� pontnál 

tet� zve, majd az expressziós szintek fokozatos csökkenést mutattak, a regeneráció 72. órájában 

megközelítve a kiindulási szinteket. Ezáltal megállapíthattuk, hogy a két enzim expressziós 

szintjének változása az O-gikozilációhoz hasonló id� beli dinamikát követett. 

 

9. ábra. A GFAT és OGT mRNS expressziójának id� beli változása oxidatív stressz hatására. 
A GFAT és OGT mRNS expresszió szintjének relatív növekedését a kontrollhoz normalizálva 
ábrázoltuk. Az adatok három független kísérlet átlagai ± S.E.M; *p<0,05 kontroll sejtekhez 

képest. 
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IV.1.2. MEGBESZÉLÉS 

Munkám els�  felében az O-glikoziláció dinamikáját és foszforilációval való kapcsolatát 

vizsgáltuk akut stressz hatására neuronális sejtvonalon. 

Az SH-SY5Y neuroblasztóma sejtvonalon a 30 percig tartó 0,5 mM H2O2 kezelésnek, mint akut 

oxidatív stressznek, illetve az azt követ�  regenerációnak hatását vizsgáltuk az O-glikoziláció 

dinamikájában. Igazoltuk, hogy a fehérjék O-glikozilációs módosulása és az O-glikoziláció 

folyamatában kulcsfontosságú enzimek, az OGT illetve a GFAT mRNS expressziós szintjei 

hasonló id� beli dinamikát mutatnak (8A. és 9. ábra), ugyanis szignifikánsan emelkedett O-

glikozilációs és fokozott mRNS expressziós szinteket találtunk 2-4 órával a stressz utáni 

állapotban, melyek körülbelül 24-72 óra elteltével a stressz el� tti normál szintre tértek vissza. 

Eredményeink arra engednek következtetni, hogy az O-glikozilációs módosulás a celluláris 

stresszválasz érzékeny és dinamikus markere. 

Számos kísérletben vizsgálták már az O-glikoziláció intracelluláris folyamatokban betöltött 

szabályozó szerepét, mint a sejtciklusban [123], epigenetikában [124], Ca2+ jelátviteli 

mechanizmusokban [76] vagy foszforilációban [125], ugyanakkor az O-glikoziláció celluláris 

adaptációban [70] betöltött szerepe is egy elég intenzíven tanulmányozott terület. Az elmúlt 

években f� ként állati szívizom- és vázizomsejtekben vizsgálták az O-glikoziláció módosulását 

hipoxiával illetve oxidatív stresszel szemben [73,97]. Bizonyítottá vált, hogy globális O-

glikozilációs szint emelkedés következik be általában röviddel a stressz után, és a 

megemelkedett O-glikozilációs szint képes kivédeni a stressz káros hatásait [74,94,96,126]. 

Rágcsálók szívizomszövetein végzett kísérletekkel bizonyították, hogy a megemelkedett O-

glikozilációnak egyfajta véd�  szerepe is lehet, javítva a szívizom kontraktilitását és csökkentve 

az infarktus mértékét [68]. Számos elmélet, mely az O-glikoziláció véd�  hatását magyarázza, 

felveti például a h� sokkfehérjék aktiváció vagy a Ca2+ jelátvitel módosulás szerepét [97,127], 

de az O-glikoziláció sokrét�  túlélési mechanizmusa továbbra is tisztázásra vár. 

A szívizomszövetekkel és vázizomsejtekkel ellentétben, viszonylag kevésbé ismert az O-

glikoziláció mintázatának változása az idegsejtekben stressz hatására. A rendelkezésre álló 

irodalmi adatok ellentmondásosak, míg hipotónia [128] vagy lipopoliszacharid indukálta 

stressz [129] hatására inkább O-glikoziláció csökkenés következett be, addig a glükóz 

nélkülözés szignifikánsan növelte az O-glikozilációs szinteket [130]. Kísérleteink során 

tapasztalt akut stressz hatására bekövetkez�  O-glikozilációs módosulás a szívizomsejtekben 

leírtakhoz hasonlóan változott SH-SY5Y humán neuroblasztóma sejtvonalon is (8A. ábra), 
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amit a HBP útvonalat szabályozó enzimek expressziójának növekedése is kísért, biztosítva így 

a sejtek fokozott O-glikozilációs szükségletét (9. ábra). Eredményeink bizonyítják, hogy az O-

glikoziláció oxidatív stressz hatására bekövetkez�  emelkedése az idegsejtekben is egy aktívan 

szabályozott folyamat, de ugyanakkor felmerül az O-glikoziláció véd�  szerepe is. 

Jól ismert, hogy az O-glikozilációs módosulás jelent� s preventív faktor nem csak az iszkémia-

reperfúzióban [74], hanem Alzheimer-kórban is [91]. Az Alzheimer betegség kialakulásában 

szerepet játszik az O-glikoziláció és foszforiláció közötti egyensúlyi állapot megbomlása 

[55,88], mely során tau fehérjék foszforilációja és O-glikozilációja közötti dinamikus 

egyensúlya a foszforiláció javára tolódik el, hiperfoszforilált tau fehérjéket eredményezve, 

melyek aggregálódva neurofibrilláris kötegeket alkotnak. Az oxidatív stressznek szintén 

jelent� s szerepe van az Alzheimer kór patofiziológiájában, bár az oxidatív stressz és tau 

foszforiláció közötti kapcsolatok elég ellentmondásosak. Kimutatták, hogy az oxidatív szerek 

egy része képes hiperfoszforilációt okozni, míg mások a tau fehérje de-foszforilációját 

indukálhatják [131]. Bizonyítottá vált továbbá, hogy a tau hiperfoszforiláció követheti vagy 

akár meg is el� zheti az oxidatív stresszt [132]. 

A tau fehérjék O-glikozilációs módosulását oxidatív stresszben korábban még nem vizsgálták. 

Így kísérleteinkben arra kerestük a választ, hogy a foszforiláció és O-glikoziláció közötti 

kapcsolat rövid ideig tartó oxidatív stressz hatására miként változik. Eredményeink azt 

mutatták, hogy a 30 perces 0,5 mM H2O2-os kezelés következtében a tau foszforilációja a 

[Ps199] és PHF1 helyeken az O-glikozilációval ellentétesen viselkedett, csökkenést mutatva 

(8B. ábra), ugyanakkor a [Ps262] hely foszforilációs mintázata megegyezett az O-glikoziláció 

mintázatával. Az O-glikozilációnak és foszforilációnak az ellentétes viselkedésére 

magyarázatként szolgálhat, hogy képesek ugyanazon Ser/Thr helyekért versengeni, de akár 

egymáshoz közeli módosítási helyeket is képesek befolyásolni (�proximal site effect�) [63]. Az 

oxidatív stressz utáni fokozott foszforiláció a [Ps262] helyen (akár más helyeken is) az 

emelkedett O-glikozilációs szintek ellenére felveti, hogy az O-glikoziláció akár más 

körülmények között is hozzájárulhat a foszforiláció növekedéséhez. 

Habár a H2O2 által kiváltott oxidatív stressznek kitett SH-SY5Y neuroblasztómával végzett 

kísérletekb� l összegy� jtött O-glikozilációs adatok összhangban vannak a szívizomsejtekben 

talált adatokkal és bizonyítják az O-glikoziláció és tau foszforiláció közötti kölcsönös 

kapcsolatot, kérdés, hogy ezeknek a hatásoknak milyen szerepük van akut és krónikus 

körülményekben. Azheimer kórban ugyanis az oxidatív stressz ellenére az O-glikoziláció 

dinamikája, úgy t� nik, megfordul. 
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Bizonyított, hogy az O-glikoziláció és a sejt szénhidrát anyagcseréje szorosan összefügg, 

azonban a cukorbetegség és az Alzheimer kór közötti molekuláris mechanizmusok illetve az 

O-glikoziláció szerepe ezekben a folyamatokban továbbra is kérdéses. Ismert, hogy az 

Alzheimer kór kialakulásában a cukorbetegség és inzulinrezisztencia is rizikófaktorként 

szerepelhet [133], növelve a ROS képz� dését. Az O-glikoziláció szerepének tisztázása ezekben 

a folyamatokban, illetve hogy ezek a folyamatok hogyan kapcsolódnak a tau foszforiláció 

szabályozásához, további kutatások tárgyát képezi. Mindazonáltal, arra a következtetésre 

jutottunk, hogy az O-glikozilációs módosulás a tau foszforiláció párhuzamos tanulmányozása 

oxidatív stressznek kitett idegsejteken, hozzájárulhat az Alzheimer kór patofizológiájának 

pontosabb megértéséhez. 

Dolgozatomnak ebben a részében sikerült bizonyítani, hogy 30 percig tartó 0,5 mM H2O2-os 

kezelés indukálta oxidatív stressz egy gyors és ideiglenes O-glikozilációs emelkedést okoz SH-

SY5Y neuroblasztóma sejtekben. Kimutattuk, hogy a fehérjék O-glikozilációs módosulásának 

dinamikus változásával ellentétes módon viselkedik a tau foszforiláció a [Ps199] illetve PHF-1 

helyeken az oxidatív stresszt követ�  regenerációs periódusokban. Összegezve, úgy véljük az 

O-glikozilációs szabályozás egy fontos mechanizmus a stressz adaptációban és feltételezhet� , 

hogy a fehérjék O-glikozilációs módosulása része egy olyan komplex rendszernek, amely nem 

csak az akut hatásokat, hanem a krónikus patofiziológiájú eseményeket is befolyásolhatja. 
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IV.2. O-GLIKOZILÁCIÓ MÓDOSULÁSA HUMÁN 

FEHÉRVÉRSEJTEKBEN AKUT TESTEDZÉST KÖVET � EN 

 

IV.2.1. EREDMÉNYEK 

IV.2.1.1. Testedzés hatása a humán vérmintákból mért klinikai paraméterekre 

Önkéntesek vérmintáiból számos biokémiai paramétert analizáltunk, ionokat, anyagcsere 

paramétereket, intracelluláris és gyulladásos markereket, valamint sejtes elemeket, amelyeket 

az 5. táblázat foglal össze. A kora reggeli, éhgyomri vérvételi mintákból mért összes 

paramétert normál tartományon belül találtuk. A nyugalmi periódus, és a testedzés el� tti 

mintákból mért paraméterek összehasonlítva szignifikáns különbséget nem találtunk. A 

nyugalmi periódus két vérvételéb� l mért egyes paraméterek (inzulin, triglicerid, albumin és 

kreatinin) tekintetében, fizikai aktivitás hiányában is jelent� s változásokat találtunk. Ezek a 

változások, bár statisztikailag szignifikánsak voltak, betudhatók a napi ingadozásnak (albumin, 

kreatinin) illetve a standardizált reggeli metabolikus, posztprandiális hatásának. Akut testedzést 

követ� en a két vérvételb� l mért értékek között számos szignifikánsan emelkedett paramétert 

találtunk: emelkedett a foszfát, laktát, kreatinin, laktát-dehidrogenáz (LDH), albumin szint 

illetve fehérvérsejtszám, limfocita és trombocitaszám. A napi ingadozások illetve a 

posztprandiális hatások kizárása érdekében a napközbeni változásokat összehasonlítottuk a 

nyugalmi periódusban és a testedzési részben tapasztalt napközbeni változásokkal. 

Megállapítottuk, hogy a nyugalmi periódushoz viszonyítva testedzés következtében 

szignifikáns változások következtek be a glükóz (átlagos napi változás: 27,2% vs.-7,9%), laktát 

(51,5% vs 5%), kreatinin (32% vs -9,6) foszfát (37,5% vs. -6,3%) szintekben, illetve a 

fehérvérsejtszám (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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5. táblázat. Biokémiai és vérkép paraméterek önkéntesek nyugalmi periódus és testedzés el� tti 

és utáni vérvételeib� l. Az adatok átlagai ± SD (n=6), *p<0,05 nyugalmi periódus el� ttihez 
képest, #p<0,05 nyugalmi periódus utánihoz képest, ‡p<0,05 testedzés el� ttihez képest. 

Kétutas ismétl� d�  ANOVA-t használtunk a változások értékeléséhez, a párhuzamos 
összehasonlításokat Bonferroni korrekciójával végeztük. 

 Nyugalmi periódus Testedzés 
Mérték-
egység  El� tte Utána El� tte Utána 

Nátrium 140,7 ± 1,1  140,2 ± 1,1  141,4 ± 1,2  142,0 ± 1,3  mM/l 

Kálium 4,3 ± 0,3  4,6 ± 0,2  4,3 ± 0,2  4,2 ± 0,2  mM/l 

Klorid 97,8 ± 1,6  98,2 ± 1,3  101,6 ± 2,8  99,8 ± 2,7  mM/l 

Foszfát 1,2 ± 0,1  1,2 ± 0,1  1,1 ± 0,2  1,5 ± 0,3 * # ‡ mM/l 

Inzulin 40,0 ± 8,0  59,5 ± 9,3 * 54,0 ± 29,6  51,9 ± 38,9  mU/l 

Laktát 1,4 ± 0,5  1,4 ± 0,4  1,3 ± 0,4  6,9 ± 1,7 * # ‡ mM/l 

Glükóz 5,2 ± 0,3  4,8 ± 0,7  5,1 ± 0,4  6,4 ± 1,6 mM/l 

Bilirubin 13,7 ± 6,7  13,5 ± 7,2  14,8 ± 7,8  13,7 ± 7,8  µM/l 

Karbamid 5,6 ± 1,6  5,2 ± 1,4  5,4 ± 1,3  5,2 ± 1,1  mM/l 

Kreatinin 86,5 ± 9,6  78,2 ± 9,3 * 77,5 ± 6,3 102,2 ± 7,0 * # ‡ µM/l 

Húgysav 319,7 ± 53,5  302,7 ± 59,6  314,2 ± 40,8  355,0 ± 47,4  µM/l 

Koleszterin 4,7 ± 0,7  4,9 ± 0,7  4,7 ± 0,7  4,8 ± 0,7  mM/l 

Triglicerid 1,2 ± 0,4  1,9 ± 0,4 * 1,3 ± 0,3  1,5 ± 0,5  mM/l 

LDH 318,0 ± 32,9  336,5 ± 56,9  318,5 ± 26,2  380,5 ± 33,2 * ‡ U/l 

Alkalikus foszfatáz 63,2 ± 10,6  67,0 ± 11,7  74,1 ± 15,4  77,0 ± 13,0  U/l 

Kreatin-kináz 179,3 ± 81,0  183,8 ± 75,1  196,5 ± 82,3  229,8 ± 90,6  U/l 

Összfehérje 74,0 ± 2,2  76,3 ± 2,6  75,7 ± 4,0  78,0 ± 2,7  g/l 

Albumin 48,8 ± 2,0  51,0 ± 1,9 * 49,4 ± 2,9  51,9 ± 2,3 * ‡ g/l 

C reaktív protein 0,7 ± 0,3  0,7 ± 0,3  0,5 ± 0,2  0,6 ± 0,3  mg/l 

Fehérvérsejtszám 6,3 ± 0,8  6,4 ± 1,1  6,6 ± 1,0  8,4 ± 1,4 * # ‡ G/l 

Neutrofil 3,0 ± 0,7  3,3 ± 1,0  3,2 ± 0,8  3,9 ± 0,9  G/l 

Limfocita 2,3 ± 0,3  2,2 ± 0,3  2,5 ± 0,3  3,6 ± 0,7 * # 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 

Vörösvértest 5,4 ± 0,2  5,4 ± 0,2  5,2 ± 0,3  5,3 ± 0,3  T/l 

Hemoglobin 154,3 ± 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  233,2 ± 19,3  273,7 ± 30,5 * # ‡ G/l 
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10. ábra. Önkéntesek vérmintáinak és vérsejt paramétereinek átlagos változása nyugalmi 

periódusban, testmozgás el� tt illetve testmozgást követ� en. A. ábra: A metabolizmusra és a 
prekondicionálás mértékére vonatkoztatott szérum biokémiai paraméterek átlagos napi 

ingadozásai nyugalomban (nyitott oszlopok) illetve a testedzést követ� en (fekete oszlopok). B. 
ábra: A vérkép paraméterek napközbeni ingadozásainak átlagai nyugalmi periódusban vett 
mintákban (nyitott oszlopok) vagy a testmozgás után (fekete oszlopok). A nyugalmi periódus 

vagy a testedzés utáni relatív változásokat a megfelel� , „el � tte” értékek százalékában fejeztük 
ki. Az adatok átlag ± SD, *p<0,05 a nyugalmi periódushoz képest. 
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IV.2.1.2. Izolált mononukleáris sejtek O-glikozilációs mintázata testedzés után 

Az el� kísérlet valamint a standardizált körülmények önkénteseinek K-EDTA-val antikoagulált 

vérmintáiból Histopaque-1077 oldattal mononukleáris sejteket izoláltunk. Western blot 

módszerrel a mintákból az O-glikozilált fehérjék mennyiségét és mintázatát vizsgáltuk 

CTD110.6 és RL2 anti-O-glikozilációs antitestek segítségével aktinra normalizálva. Az 

el� kísérlet önkénteseinél 75 kD magasságban lév�  fehérjék esetében O-glikoziláció emelkedés 

figyelhet�  meg a testedzés utáni mintákban (11. ábra). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

11. ábra. El� kísérletben résztvev�  önkéntesek testedzés el� tti és utáni izolált 
fehérvérsejtjeinek CTD110.6 antitesttel jelölt O-glikozilációs mintázata. 75 kD magasságában 

emelkedett fehérje O-glikozilációs változás látható (nyilak). 

 

A standardizált körülmények között végzett testedzés résztvev� inél várakozásoknak 

megfelel� en nem találtunk szignifikáns eltérést a nyugalmi periódusokban. Amint az a 12. 

ábrán is látható a 2 mérföldes futást követ� en (85 ± 51% -os emelkedést mutatott, p<0,05) 

szignifikáns O-glikozilációs növekedést találtunk az edzés el� tt gy� jtött mintákhoz képest (16 

± 9% -os növekedés). 
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12. ábra. Standardizált körülmények önkénteseinek izolált leukocitáiban vizsgált O-
glikoziláció emelkedés testedzés hatására. Bal oldalon: Western blot analízis RL2 anti-O-
glikozilációs és anti-aktin jelöléseket követ� en nyugalmi periódusban illetve testedzésnek 
kitett izolált fehérvérsejtek fehérjekivonataiból. Jobb oldalon: RL2-festés denzitometriás 
analízise. Minden adatponton hat különböz�  egyén mintájának átlaga látható. A nyitott 

oszlopok az „el� tt minták átlag ± SD értékét, míg a fekete oszlopok az „után” minták átlag ± 
SD értékét jelzik. *p<0,05 a testmozgás el� ttihez képest. 

 

IV.2.1.3. O-glikoziláció vizsgálata Jurkat sejtekben különböz�  kezeléseket követ� en 

Jurkat sejteket az el� kísérletben résztvev�  önkéntesek testedzés el� tti és utáni összegy� jtött 

humán szérumával, különböz�  koncentrációjú tejsavval és epinefrinnel inkubáltuk 1 órán át 

illetve IL-6-al 1 és 6 órán keresztül. A kezelt sejtekben feltárás után western blot módszerrel a 

fehérjék O-glikoziláltságát CTD110.6 antitesttel vizsgáltuk. Bels�  kontrollként poliklonális 

anti-aktin antitestet használtunk. Bár szignifikáns eltérést egyik esetben sem találtunk, diszkrét 
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O-glikoziláció emelkedés volt megfigyelhet�  a humán testedzés utáni szérumok alkalmazása 

esetén (13. ábra). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

13. ábra. Testedzés el� tti és utáni humán szérummal kezelt Jurkat sejtek O-glikozilációs 
változásának detektálása CTD110.6 antitesttel. Diszkrét O-glikozilációs emelkedés látható a 

testedzés utáni humán szérummal kezelt mintákban (nyilak). 

 

IV.2.1.4. O-glikoziláció módosulásának vizsgálata fehérvérsejt alpopulációkban áramlási 

citométerrel 

Fehérvérsejt alpopulációk O-glikoziláltságának megállapítása céljából standardizált 

körülmények önkénteseinek testedzés el� tti illetve utáni izolált és fixált fehérvérsejtjeit 

fluoreszcens RL2 anti-O-glikozilációs antitesttel jelöltük és áramlási citométerrel vizsgáltuk. 

Negatív kontrollként ugyanezen mintákat az els� dleges antitest kihagyásával is megjelöltük. 

Amint az 14A. ábrán is látható a FSc illetve SSc fényszórás segítségével a sejteket méretük és 

szemcsézettségük alapján három különböz�  csoportba sorolhatjuk, granulocitákat, limfocitákat 

és monocitákat különítve el. �gy a 3 sejtpopulációban az O-glikozilációs szinteket külön-külön 

is tudtuk elemezni a FL1 fluoreszcens csatorna segítségével (14B. ábra). A granulocita 

sejtcsoportokon hasonló O-glikozilációs szinteket mértünk testedzés el� tt illetve után (relatív 
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fluoreszcencia: 1,0 ± 0,1 vs 1,1 ± 0,16,), míg a limfociták (relatív fluoreszcencia: 3,1 ± 0,26 vs 

3,8 ± 0,34, p <0,05) és monociták (relatív fluoreszcencia: 4,2 ± 0,25 vs 5,3 ± 0,48, p <0,05) 

esetében szignifikáns jobbra tolódást detektáltunk testedzés után. Munkánkban talált 

egyértelm�  limfocitaszám emelkedés a testedzés után (2,3±0,5 G/l vs 3,2±0,8 G/l, p<0,05) több 

O-glikozilálódott sejtet tartalmazó limfocita csoport jelenlétére utalt a vérkeringésben. Ezt a 

feltevést igazolta a FL1 csatornával kapott hisztogramon a limfociták Gauss görbe szerinti 

eloszlása is mind testedzés el� tt, mind pedig testedzés után (14C ábra). 

 

14. ábra. Áramlási citométerrel detektált O-glikoziláció változás a fehérvérsejt 
alpopulációkban testedzés után. A. ábra. A FSc (x tengely) valamint a SSc (y tengely) 

függvény alapján granulociták, limfociták és monociták besorolása. B. ábra. Az O-glikozilált 
sejtek relatív FL1 fluoreszcens szintjei. A nyitott oszlop a testmozgás el� tti, míg a fekete 

oszlop a testmozgás utáni állapotot mutatja. A kiindulási értékhez az edzés el� tt összegy� jtött 
granulociták átlagos fluoreszcencia szintjét választottuk ki negatív kontrollok háttérként való 

kivonása után. Az adatok az átlaga ± SD, *p<0,05 testedzés el� ttihez képest. C. ábra. A 
fehérvérsejtek 3 alpopulációjának O-glikozilációs festésének ábrázolása egyenként külön-

külön hisztogramon. A testedzés el� tti sejtek eloszlását sötét hisztogramok, a testedzés utáni 
eloszlást világos hisztogramok ábrázolják. 
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IV.2.2. MEGBESZÉLÉS 

 

Dolgozatom második felében vizsgálatunk célja volt egyszeri fizikai aktivitás akut hatásainak 

tanulmányozása az O-glikoziláció és izolált humán leukociták kapcsolatában. A fizikai aktivitás 

egy 2 mérföldes futó gyakorlatot jelentett, olyan id� tartam alatt, mely során a testedzés nem 

haladta meg a résztvev� k adaptációs kapacitását. A hormonális variabilitás zavaró hatásainak 

csökkentése érdekében a kísérletbe kizárólag férfi önkénteseket válogattunk be. A nyugalmi 

periódusban valamint testedzés el� tt és után gy� jtött vérmintákból a prekondicionálás mértékét 

igazoló markereket, ionokat, metabolikus és gyulladásos markereket mértünk. Az O-

glikozilációs szintek változásának detektálásához fehérvérsejteket izoláltunk. 

Prekondicionálásra érzékeny biokémiai markerek (kreatin-kináz, LDH) szintje testedzés után 

nem mutatott szignifikáns emelkedést. Az IL-6 szintek is - amelyekr� l ismert, hogy a 

testmozgással arányosan emelkednek- referencia tartományon belül maradtak. Az edzés utáni 

laktátszintek alapján feltételezhet�  volt, hogy a fizikai terhelés megközelít� leg megfelelt azon 

állapotnak, ahol az aerob-anaerob átalakulás történik (~4 mM laktát) [134]. 

Izolált fehérvérsejtekben az O-glikozilációs változásokat detektáltuk testmozgás el� tt és után 

összehasonlítva a nyugalmi periódussal. Vizsgálataink során jelent� s O-glikoziláció 

emelkedést észleltünk a testmozgás utáni mintákban a testedzés el� ttihez képest. Áramlási 

citometria segítségével igazoltuk, hogy az elkülönített fehérvérsejt alpopulációkban az O-

glikozilációs szintek növekedéséért els� sorban a limfociták, kisebb mértékben a monociták 

voltak felel� sek, míg a neutrofil granulociták O-glikozilációs szintje viszonylag változatlan 

maradt. 

Mint tudjuk, az O-glikoziláció egy véd�  intracelluláris mechanizmus több különböz�  típusú 

stresszorral szemben, mint a hipoxia, oxidatív stressz, h� sokk és ozmotikus kihívások [70], 

illetve prekondicionálási folyamatokban is részt vesz. A stressz indukálta O-glikoziláció 

számos következménnyel járhat, befolyásolhatja a transzkripciót, növelve a HSP-k 

expresszióját, foszforilációs jelátvitelt vagy a fehérjék lebomlását [63,135], ugyanakkor képes 

a stressz okozta intracelluláris szabad kalcium szint emelkedésének káros hatásait is kivédeni 

[136]. Számos kutatócsoporthoz hasonlóan [103,110,136], akut oxidatív stressz hatását 

vizsgálva korábbi kutatásainkban mi is azt találtuk, hogy az O-glikoziláció képes perceken belül 

megemelkedni [137], javítva a sejtek túlélését. Azonban a legtöbb ilyen irányú kutatást f� ként 

állati szívizomon végezték. A humán vérmintából izolált immunsejtek, az O-glikoziláció és a 

fizikai aktivitás együttes kapcsolatát ez idáig nem vizsgálták. Bár korábban már végeztek 
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kísérleteket egészséges férfiak teljes vérmintáiból az O-glikoziláció és az aerob kapacitás 

(VO2csúcs) közötti kapcsolat tanulmányozása végett, azonban ezeket a mintákat csak 

nyugalomban lév�  egyénekt� l gy� jtve, nem találtak szignifikáns összefüggést [138]. 

Irodalmi adatokból ismert, hogy az immunrendszer nem csak fizikai aktivitás által 

befolyásolható, hanem része a szisztémás adaptációnak és egyben válaszreakció is a fizikai 

kihívásokra [139]. Edzés során körülhatárolt gyulladásos válasz alakulhat ki az izmok 

mikrokárosodása, csökkent véráramlás következtében a bakteriális transzlokáció vagy a 

közvetlen oxidatív stressz hatása révén [140,141]. ugyanakkor az aktivált leukociták és a fellép�  

gyulladásos válasz el� segítheti a gyógyulást és regenerációt [141,142]. 

A fizikai aktivitás egyik korai következménye a fehérvérsejtek demarginációja és a leukocitózis 

[143,144]. Ennek fényében az önkéntesek vérmintáiban tapasztalt fizikai aktivitás utáni kering�  

leukociták számának szignifikáns növekedése várható eredmény volt és jól korrelált a korábbi 

kutatásokban leírtakkal [144,145]. Eredményeinkb� l jól látszik, hogy a testedzés kihat az 

immunrendszer m� ködésére, azonban a folyamat hátterében zajló molekuláris mechanizmusok 

nem teljesen tisztázottak. Számos tényez�  befolyásolhatja a testedzés immunmoduláló hatását, 

mint a testedzés hossza, intenzitása, aerob vagy anaerob jellege és a korábbi edzettségi állapot 

[146,147]. Bizonyított, hogy a meger� ltet�  gyakorlatok végzése, amit a test ugyan még 

nehezen, de képes tolerálni, immunszuppresszióhoz vezethet, míg a mérsékelt testedzés el� nyös 

az immunrendszer számára és csökkentheti a fert� zések el� fordulását [139,148]. A különbség 

a testedzés pro- és anti-inflammatorikus hatásai között nem egyértelm� , egyfajta dinamikus 

egyensúlyként fogható fel, amely számos jelátviteli folyamat következménye [146]. 

Tudva, hogy az O-glikozilációs módosulás a stresszválasz rendszer része, kísérleteinkben 

f� ként arra kerestük a választ, hogy az O-glikoziláció hogyan befolyásolja az immunválaszt a 

testedzés során. Igazolt, hogy az O-glikoziláció gyulladásos válaszokban is részt vehet [149–

153], de pontos szerepe és funkciója a gyulladásos folyamatok szabályozásban még nem 

tisztázott [127,154]. Az O-glikoziláció az immunsejtek aktiválódásának számos jelátviteli 

elemét modulálhatja; például. a NF-� B nukleáris transzlokációját, amely kulcsfontosságú 

transzkripciós szabályozó faktor az immunválaszokban. O-glikozilációs módosulási helyeket 

tartalmazva, az O-glikoziláció képes ezáltal aktiválni [150,155,156], de ugyanakkor gátolni is 

[151,152,157]. Ennek az ellentmondásos eredménynek oka feltehet� leg a NF-� B O-

glikozilációs és foszforilációs helyei közötti komplex kölcsönhatás. A sejttípustól, a stressz 

id� tartamától, jellegét� l és intenzitásától függ� en különböz�  poszt-transzlációs mintázatok 
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alakulhatnak ki a NF-� B-ben, és ennek következtében különböz�  eredményeket is 

produkálhatnak. 

Annak ellenére, hogy az O-glikozilációs módosulásnak a szerepe az immunsejtekben még nem 

teljesen tisztázott, az eddigi adatok azt mutatják, hogy az O-glikoziláció emelkedése 

fehérvérsejtekben egy gyors és mérhet�  válaszfolyamat [111,158]. Munkánkban sikerült 

igazolni, hogy a fehérvérsejtek O-glikozilációs szintje akut stressz, azaz testedzés hatására 

emelkedik. Kísérleteink során használt módszerekr� l (western blot, áralmási citometria) 

korábbi tanulmányokban már igazolták, hogy alkalmasak a fehérvérsejtek O-glikozilációs 

szintjeinek mérésére és értékelésére [159–161]. Míg western blot technikával csupán a 

fehérvérsejtek általános O-glikoziláltsági mintázatát detektáltuk, addig az áramlási citometria 

lehet� vé tette a leukocita alpopulációk elkülönítését és O-glikoziláltsági állapotuk külön-külön 

meghatározását. Ez utóbbi módszer hátránya, hogy a granulocita, monocita és neutrofil 

populációk elkülönítés FSc és SSc szóródás alapján történik. Eredményeinket a jöv� ben O-

glikozilációs fehérjék és olyan specifikus leukocita sejtfelszíni markerek egyidej�  jelölésével 

szeretnénk meger� síteni, mint CD45, CD3, CD19, CD4, CD8, esetleg CD56. 

Mivel az O-glikoziláció, nem csak a celluláris stresszválaszban játszik szerepet, hanem UDP-

GlcNAc szubsztrát révén direkt kapcsolatban áll a metabolizmussal is, ezért a metabolizmust 

érint�  változások (akár stressz, akár prekondicionálás) közvetítésében logikus választásnak 

t� nik. További kérdésként felmerült, hogy a testmozgás során bekövetkez�  változások (hipoxia, 

emelkedett glükóz szint, acidózis, miokinek, IL-6) közül, melyek okozhatják az O-glikoziláció 

emelkedést. Az O-glikoziláció emelkedés közvetlen aktivátora kísérleti beállításainkból sem 

derült ki. El� zetesen külön vizsgálva Jurkat sejtekben az egyes komponensek (tejsav, epinefrin, 

IL-6) O-glikozilációra kifejtett hatását, szignifikáns eltéréseket egyiknél sem észleltünk. Ezek 

alapján arra a következtésre jutottunk, hogy több fizikai és biokémiai tényez�  együttes hatása 

szükséges az O-glikoziláció jelent� s emelkedéséhez. Agonisták, mint az epinefrin és az 

angiotenzin II [136] és/vagy az oxidatív stressz [137] nagy valószín� séggel felel� sek a 

tanulmányunkban megfigyelt O-glikoziláció emelkedéséért, de eddig nem áll rendelkezésre 

olyan leukocitákon vagy leukocita eredet�  sejteken végzett kísérleti bizonyíték, mely ezt 

meger� síthetné. 

Bizonyított, hogy mérsékelt intenzitású edzés alatt, a vér glükóz szintje viszonylag stabil 

maradhat, míg az izmok glükóz felvétele a testmozgás során megnövekedhet, ezt a folyamatot 

a máj fokozott glükóz termelése egyenlíti ki [162]. A vércukorszint ingadozása elfogadható 

magyarázat lehetne az O-glikozilációs szintekben mért változásokra. Ismert ugyanis, hogy a 
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hipoglikémia paradox módon növelheti az O-glikozilációt [163], azonban kísérletünkben a 

futást követ� en mért plazma glükóz értékek - a nagy egyéni változások ellenére is - csak kissé 

növekedtek. A legtöbb tanulmány azonban a hiperglikémia hatását sokkal magasabb glükóz 

koncentrációnál (25-30 mM) vizsgálta. Kutatási eredmények igazolják továbbá, hogy 

mérsékelten emelkedett glükóz szint (~1 mM emelkedés) az O-glikoziláció szintjét csak hosszú 

távú körülmények (pre-diabétesz) között növelte [159,164]. 

Összefoglalva, munkánkban sikerült kimutatni, hogy egyszeri testmozgást követ� en emelkedik 

a fehérjék O-glikozilációs szintje fehérvérsejtekben is. Azt is igazoltuk, hogy a változás nagy 

része a limfocitákat érinti, míg a granulociták viszonylag változatlanok maradtak. Bár a 

leukocitákban az O-glikoziláció komplex folyamatának megértése további vizsgálatokat 

igényel, eredményeink segíthetnek az O-glikoziláció stressz adaptációs mechanizmusokban 

betöltött szerepének tisztázásában. A mechanizmus ismeretét� l függetlenül az O-glikoziláció 

mérése humán mintákban hasznos kiegészít� je lehet a laboratóriumi diagnosztikának; például 

alkalmas lehet sportolók fizikai állapotfelmérésére vagy metabolikus szindrómás betegek 

sz� résére. 
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V. ÚJ EREDMÉNYEK TÉTELES ÖSSZEFOGLALÁSA 

�

Kutatómunkám során az O-glikoziláció és akut stressz kapcsolatát vizsgáltuk sejtkultúrákban 

illetve izolált humán leukocitákban. 

Humán neuroblasztóma sejtvonalon 30 percig ható hidrogén-peroxidos kezelést követ� en a 

következ� ket találtuk: 

·  A fehérjék O-glikozilációs szintje a kezelést követ�  2-4 órában szignifikánsan 

emelkedett a kontrollhoz képest, majd a regenerációs periódus végén közel a kiindulási 

szintre tért vissza. 

·  Az O-glikoziláció és foszforiláció közötti kölcsönhatást tau ellenes antitestekkel 

vizsgáltuk. A foszfospecifikus [Ps199] és PHF-1 tau fehérjék foszforilációs szintje az O-

glikozilációval ellentétes irányú dinamikát mutatott, míg [Ps262] tau fehérjék szintje az 

O-glikozilációval párhuzamosan emelkedett, majd 24-72 óra elteltével az kiindulási 

szintre csökkent. 

·  Az O-glikoziláció szabályozásában résztvev�  enzimek közül a GFAT és OGT mRNS 

expressziós szintjét vizsgálva az O–glikozilációhoz hasonló emelkedést találtunk 

stressz utáni regenerációs periódus 2-4 órájában. 

Rövid ideig tartó fizikai aktivitás és O-glikoziláció közötti kapcsolatot tanulmányozva humán 

vérmintákon az alábbi eredményekre jutottunk: 

·  Testedzést követ� en mért biokémiai paraméterek közül szignifikáns változásokat 

találtunk a nyugalmi periódushoz viszonyítva a glükóz, laktát, foszfát, kreatinin 

szintekben. 

·  Izolált humán fehérvérsejtekben szignifikánsan emelkedett O-glikozilációs szinteket 

detektáltunk a testedzést követ� en. 

·  Fehérvérsejtek három alpopulációjának O-glikoziláltsági állapotát külön-külön 

vizsgálva szignifikánsan emelkedett O-glikozilációt találtunk a monocitákban és 

limfocitákban testedzést követ� en. 
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Abstract

O-linkedb-N-acetlyglucosamine or O-GlcNAc modi®cation is a dynamic post-translational modi®cation occurring on the Ser/Thr residues of
many intracellular proteins. The chronic imbalance between phosphorylation and O-GlcNAc on tau protein is considered as one of the main hall-
marks of Alzheimer's disease. In recent years, many studies also showed that O-GlcNAc 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-GlcNAc after treatment with 0.5 mM
H2O2 for 30 min. to induce oxidative stress. We found that overall O-GlcNAc 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 O-Glycosylation. In conclusion, our results show that temporary elevation
in O-GlcNAc modi®cation after H2O2-induced oxidative stress is detectable in cells of neuronal origin. Furthermore, oxidative stress changes the
dynamic balance between O-GlcNAc and phosphorylation on tau proteins.

Keywords:O-GlcNAc! oxidative stress! stress response! Alzheimer's disease! 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

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 modi®cations 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 modi®cation in stress response: O-linkedb-N-
acetylglucosamine or O-GlcNAc modi®cation [12, 13]. Upon
O-GlcNAc modi®cation, a singleN-acetylglucosamine is attached to
the hydroxyl group of serine or threonine moieties of cytosolic and
nuclear proteins [14]. This modi®cation 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-! b, PI3-kinase,
endothelial nitric oxide synthase, O-GlcNAc 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
O-GlcNAc has a protective role in acute stress, best characterized
in cardiac cells [17]. Recent ®ndings suggest that O-GlcNAc is also
abundant in neuronal tissues [18] and it was shown that chronic
imbalance between O-GlcNAc and phosphorylation on tau proteins
is a major element in the pathophysiology of Alzheimer's disease
[19]. Although it was shown that O-GlcNAc is dynamic and is
induced by excitatory neuronal stimuli [18], the regulation of
O-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
O-GlcNAc in the neuronal cell line SH-SY5Y after H2O2-induced oxida-
tive stress. We found that intracellular O-GlcNAc rapidly elevated after
treatment with 0.5 mM H2O2 for 30 min., reached peak level then
declined close to the basal level. Moreover, reciprocal relationship
between O-GlcNAc and phosphorylation of tau protein after oxidative
stress was directly demonstrated. These ®ndings 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-essential amino
acids, penicillin (100 U/ml) and streptomycin (100l g/ml). The cells
were incubated at 37!C, in 95% air±5% CO2 atmosphere in a humidi®ed
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 con¯uency. 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 H2O2 for 30 min. in serum-free medium to avoid
rapid H2O2 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.

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 14,0009 g.
From the supernatant the total protein concentration was determined
using Bio-RadDc Assay Kit. Proteins were separated on 7.5% SDS-
PAGE and transferred onto polyvinylidene di¯uoride membranes (Milli-
pore, Billerica, MA, USA). The same amount of protein of each sample
was con®rmed by SYPRO Ruby Protein Blot Stain (Bio-Rad, Hercules,
CA, USA) on the membranes. Blots were probed with the anti-O-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 Scienti®c, Wal-
tham, MA, USA). Blots were also probed with mouse (monoclonal) anti-
tau antibody (1:250) and rabbit (polyclonal) anti-tau [Ps199] phophos-
peci®c antibody (1:1000; Thermo Fisher Scienti®c), rabbit (polyclonal)
anti-tau [Ps262] antibody (1:1000; Abcam, Cambridge, MA, USA) and
PHF1 (anti-tau Ps396/404) (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 Scienti®c) 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 29 in ice-cold PBS.
Approximately 106 cells/sample were stained with Propidium Iodide and
Annexin V-FITC according to the manufacturer's instruction (BD
Pharmingen, Heidelberg, Germany). The ¯uorescence signal of Propid-
ium-Iodide 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 ¯ow cytometer (Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA).
De®ning the quadrants of dead cells (positive for propidium iodide) and
live cells (minimal staining for both Propidium Iodide 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 ¯u-
orescence using CM-H2DCFDA (Thermo Fisher Scienti®c) ¯uorescence
dye as a ROS probe. SH-SY5Y cells were cultured as mentioned above.
Before the experiments, the cells were lifted from the ¯asks 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 Ca2+, 1.0 mM
Mg2+ and 2l M 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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¯uorescence dye, the cells were resuspended in HBSS. Fluorescence
signal was measured at 25!C by F4500 ¯uorescence spectrophotometer
(Hitachi High-Technologies Europe, Krefeld, Germany) at excitation
wavelength of 490 nm and emission wavelength of 525 nm. Baseline
level of ¯uorescence was recorded for~1 min. before the addition of
0.5 mM H2O2 or vehicle. The relative level of ROS was expressed as F/
F0 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 Taq-
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. Ampli®cation 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 20l l volume, using the LightCycler Taqman Master Mix
(Roche Applied Science). Both target and reference genes were ampli®ed
with ef®ciencies near 100% and within 5% of each other. For the relative
gene expression analysis, the 2DDCt (Livak) method was used. The
expression level of the gene of interest was compared with the level of
PBGD in each sample.

Immuno¯uorescence microscopy

Cells were grown on coverslips and after oxidative stress/recovery
treatments they were washed twice in ice-cold PBS. Next, the cells
were ®xed in 10% PBS-buffered formaldehyde for 30 min. at room
temperature, subsequently washed with PBS. To avoid formaldehyde
auto¯uorescence, 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-speci®c 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 Scienti®c) 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 ¯uorescent microscope
with CellD (Olympus, Tokyo, Japan) software.

Data analysis

Data are presented as means# S.E.M. throughout. Comparisons were
performed with repeated measures one-wayANOVAand statistically sig-
ni®cant differences between groups were de®ned asP < 0.05 and are
indicated in the legends of ®gures.

Results

Effect of treatment with 0.5 mM H2O2 for 30 min.
on cell survival

We have used H2O2 to expose SH-SY5Y neuroblastoma cells to
oxidative stress. Figure 1A shows that the addition of 0.5 mM H2O2

markedly increased the level of intracellular ROS as measured by
the ROS sensitive ¯uorescent dye CM-H2DCFDA. To simulate acute
oxidative stress and subsequent recovery, we exposed the cells to
0.5 mM H2O2 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 H2O2 from the media, but no signi®-
cant difference could be found between control and H2O2-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).

Immuno¯uorescence microscopy reveals
dynamic changes in protein O-GlcNAcylation

To assess the effect of oxidative stress induced by 30 min. treatment
with 0.5 mM H2O2 on protein O-glycosylation, SH-SY5Y cells were
formalin ®xed and labelled with anti-O-GlcNAc 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 O-GlcNAc
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 signi®cant
increase in intensity was observed at 2 hrs compared with control,
we found signi®cant changes within stress-exposed cells as recovery
time progressed.
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Elevation in O-GlcNAc protein and decrease/
reduce in protein phosphorylation

The dynamic changes in O-GlcNAc levels demonstrated by
immuno¯uorescence were con®rmed by immunoblots. We found that
SH-SY5Y cells required about 2±4 hrs to reach peak level of
O-GlcNAc following oxidative stress induced by 30 min. treatment
with 0.5 mM H2O2. On the long run, O-GlcNAc levels returned to nor-
mal intensities after about 24±48 hrs (Fig. 3).

Many studies have shown an interaction between O-GlcNAc and
other signalling mechanisms, the most documented one is the recip-
rocal relationship between O-GlcNAc and phosphorylation, particu-
larly on tau proteins which play a key role in the development of
Alzheimer's disease [22]. As of today, scienti®c consensus agrees
that proper O-GlcNAcylation can prevent the hyperphosphorylation of
tau proteins and subsequent formation of neuro®brillary tangles [23].
In this study, we analysed the level of tau phosphorylation (Fig. 3B)
using an antibody against total tau and phophospeci®c antibody

against tau [Ps199], [Ps262] and PHF1. We found that the ratio of tau
[Ps199] and PHF1 compared with the amount of total tau protein level
signi®cantly decreased after oxidative stress induced by 30 min.
treatment with 0.5 mM H2O2. After 24±72 hrs of recovery times, both
[Ps199] tau and PHF1 phosphorylation returned to baseline levels,
which dynamic seems to be the opposite of the overall O-GlcNAc
levels' dynamic. On the other hand, [Ps262] phosphorylation seemed
to follow a parallel dynamic to O-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 O-GlcNAc modi®cation is regulated by OGT which is the only
enzyme responsible to the addition of theN-acetyl-glucosamine moi-
ety to Ser/Thr residues. However, metabolic ¯ux through the

Fig. 1Effect of moderate oxidative stress on cell viability. (A) Intracellular ROS levels measured by ROS sensitive ¯uorescent dye CM-H2DCFDA.
SH-SY5Y cells were treated with either 0.5 mM H2O2 or vehicle (control) starting at 0 sec. and the change in ¯uorescence signal was recorded for
500 sec. Representative curves of relative ¯uorescence (F/F0) are shown on the left, whereas the average increase in ¯uorescence 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 versuscontrol.
(B) SH-SY5Y cells were treated with 0.5 mM H2O2 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 H2O2 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-Iodide negative) and dead
cells (Propidium-Iodide positive). Data are means# S.E.M. from eight independent experiments.*P < 0.05 versuscontrol.
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Fig. 2Immuno¯uorescence shows temporal dynamic of protein O-
GlcNAc modi®cation after oxidative stress. Immuno¯uorescence label-
ling was performed on SH-SY5Y cells using the anti-O-GlcNAc antibody
CTD110.6 and Hoechst was used as a nuclear counterstain. Cells were
treated with 0.5 mM H2O2 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 immuno¯uorescent 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 versus0 hr.
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hexosamine biosynthesis pathway (HBP) also in¯uences O-GlcNAc
levels by the regulation of the availability of UDP-GlcNAc. The ®rst,
rate-limiting step of HBP is catalysed by GFAT. Therefore, we anal-
ysed the mRNA expressional levels of two key enzymes related to O-
GlcNAc; 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~39 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 H2O2 on the regulation of the O-GlcNAc dynamics in SH-
SY5Y neuroblastoma cells. We have found that following this oxida-
tive stress, protein O-GlcNAc modi®cation and mRNA expressional
levels of GFAT and OGT, the rate-limiting enzymes of HBP and O-
GlcNAc, respectively, are all changing in a very similar manner over
time (Figs 3 and 4). O-GlcNAc levels were increased signi®cantly
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 O-GlcNAc 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 O-GlcNAc modi®cation 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.

O-GlcNAc seems to regulate (or at the least in¯uence) many
intracellular processes such as cell-cycle [24], epigenetics [25],
stress adaptation [12], Ca2+ signalling [26] or phosphorylation [27],
consequently its imbalance has been investigated in the development
of many diseases. Since its discovery [28], O-GlcNAc has been
implicated either as a bene®cial (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 O-GlcNAc seems to be involved take years or even decades
to develop; however, O-GlcNAc also has relevance in cellular mecha-
nisms that take place at a much shorter time scale. In particular,
stress response and the role of O-GlcNAc 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

cardiomyocytes and on isolated perfused hearts. Overwhelming
number of evidence from these studies suggests two main conclu-
sions; (i) overall O-GlcNAc level tends to increase shortly after
stress, (ii) increasing the level of O-GlcNAc seems to protect from
the deleterious effect of stress [30, 34±36]. Theories have been put
forward to explain the protective effect of O-GlcNAc, such as HSP
activation or modulation of Ca2+ signalling [32, 37], but the complex
pro-survival mechanism of O-GlcNAc remains to be elucidated. In
contrast to cardiac tissue, relatively little is known about O-GlcNAc's
behaviour during stress in the neuronal tissue. Interestingly, the
available literature suggests that O-GlcNAc 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 signi®cantly increased O-GlcNAc 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-
GlcNAc levels behave in a similar manner as in cardiomyocytes
(Fig. 3). Moreover, O-GlcNAc elevation was accompanied by the up-
regulation of key regulators of the HBP pathway, to support the cells'
need for more O-GlcNAc (Fig. 4). Thus, our data demonstrate that
O-GlcNAc increases upon oxidative stress are an actively regulated
process in neuronal cells.

Contrary to the relatively unexplored behaviour of O-GlcNAc 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 O-GlcNAc modi®ca-
tion on tau proteins in Alzheimer's patients is shifted in favour of the
phosphorylation which will result in hyperphosphorylated tau and
neuro®brillary 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, O-GlcNAc modi®cation of tau has not been investi-
gated in oxidative stress before, however, common sense dictates
that the reciprocal relationship between phosphorylation and
O-GlcNAc should be maintained also under this condition. In our
experiments, we have found that 30 min. long oxidative stress by
H2O2 resulted in temporal decrease of tau phosphorylation at site
S199 and PHF1, but reciprocal elevation in O-GlcNAc modi®ed pro-
teins (Fig. 3). Interestingly, the phosphorylation at site S262 showed
similar dynamic pattern as O-GlcNAc levels. Although the interplay
between O-GlcNAc and phosphorylation is usually characterized by
same site competition, other mechanism such as proximal site

Fig. 3Temporal dynamics of O-GlcNAc modi®cation 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, [Ps199], [Ps262] and PHF1 staining shows repre-
sentative samples of protein extracts from SH-SY5Y cells previously incubated for 30 min. with 0.5 mM H2O2 then replaced in normal growth
medium to recover. (C) Densitometric analysis of the CTD110.6 and [Ps199], [Ps262] 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.E.M.,
*P < 0.05 versusControl,#P < 0.05 versus2 hrs.
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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 O-GlcNAc could be the result

that either O-GlcNAc is not competing or even contributing to phos-
phorylation under various conditions.

Although our O-GlcNAc data collected from SH-SY5Y neuroblas-
toma exposed to H2O2 induced oxidative stress are in accordance
with the data found in cardiomyocytes and also demonstrate the
reciprocal relationship between O-GlcNAc and speci®c 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
O-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 O-GlcNAc
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 O-GlcNAc modi®cation simultaneously
with tau phoshorylation in oxidative stress-exposed neuronal cells
should signi®cantly contribute to the understanding of the develop-
ment of Alzheimer's disease.

A number of studies deal with the role of O-GlcNAc in various
stress situations [12, 13, 32, 33]. Here, we demonstrated, for the ®rst
time, that treatment with 0.5 mM H2O2 for 30 min. to induce oxida-
tive stress causes a rapid, temporary increase in O-GlcNAc in SH-
SY5Y neuroblastoma cells. We have also shown that the dynamic
changes in protein O-GlcNAc modi®cation can behave in an inverse
relationship with tau phosphorylation during recovery from oxidative
stress. Taken together, we think that O-GlcNAc regulation is an
important mechanism in stress adaptation and it is conceivable that
protein O-GlcNAc modi®cation is part of a complex system that in¯u-
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-GlcNAc) is a dynamic posttrans-
lational modi®cation in¯uencing the function of many intracellular proteins. Recently it 
was revealed that O-GlcNAc regulation is modi®ed 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-GlcNAc is unexplored.

Purpose:  To evaluate O-GlcNAc 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, ªnecroº-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-GlcNAc modi®ed proteins. The distribution 
of O-GlcNAc in WBC subpopulations was assessed by ¯ow 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"" M), and lactate dehydrogenase (from 
318.5"! "26.2 to 380.5"! "33.2"U/L) con®rmed the effect of exercise. WBC count also 
signi®cantly increased (from 6.6"! "1.0 to 8.4"! "1.4"G/L). The level of O-GlcNAc modi®ed 
proteins in WBCs showed signi®cant 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-GlcNAc status 
of WBCs. O-GlcNAc modi®cation could be a natural process by which physical activity 
modulates the immune system. Further research could elucidate the role of O-GlcNAc 
during exercise and validate O-GlcNAc as a biomarker for ®tness assessment.

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

INTRODUCTION

Physical exercise is generally acknowledged as a bene"cial activity and widely promoted to increase 
physical "tness, 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 



TABLE 1 | Characteristics of the study subjects.

Variable n#= #6

Age (years) 30"! "5.2
Body weight (kg) 77"! "8.6
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"! "85"s
Regular exercise/week (duration) 119"! "88"min

Data are mean$! $SD.
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a signi"cantly more challenging condition than during regular, 
resting state. Mechanical workload and strain increases in the 
musculoskeletal system, hemodynamic shear stress is intensi"ed 
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). #e 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) modi"cation emerged as a possible signaling mech-
anism that could mediate the e$ects of intracellular metabolic 
and stress response (17). O-GlcNAc is a dynamic and reversible 
posttranslational sugar modi"cation on serine and threonine 
residues of intracellular proteins by attachment or removal of a 
single N-acetylglucosamine molecule. O-GlcNAc modi"cation 
is similar to phosphorylation; indeed, it may compete for the 
same Ser/#r 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-
"ed grows signi"cantly; around 1,500 proteins were identi"ed 
to be in%uenced by O-GlcNAc (19, 20), including signaling 
components, transcriptional factors, and metabolic enzymes. An 
important feature of O-GlcNAc modi"cation is that it closely con-
nected to carbohydrate metabolism. #e substrate for O-GlcNAc 
modi"cation 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-GlcNAc 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-GlcNAc modi"cation (22). 
Since then, many study demonstrated that O-GlcNAc is sensitive 
for a variety of stressors, including hypoxia and oxidative stress. 
Moreover, accumulating dataÐmostly collected in studies using 
cardiomyocytes or cardiac animal modelsÐsuggest that elevated 
O-GlcNAc 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-%ow ischemia in isolated perfused rat 
hearts elevated O-GlcNAc 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). #e e$ect of physical exercise on O-GlcNAc 
levels were studied in only a limited number of animal models, 
with controversial results. Long-term (regular exercise) e$ects 
were found to either increase or decrease O-GlcNAc levels in 
rodent cardiac and muscle tissues (26±29). #ere are only two 
studies available that analyzed the e$ect of acute exercise on 
protein O-GlcNAc modi"cation. 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 a*er 15&min but did not change 
signi"cantly a*er 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-GlcNAc levels to activation and to metabolic 
challenges (32±35). Moreover, it was also suggested that chang-
ing O-GlcNAc levels may have immunomodulatory e$ects (36).  
Since the immune system is deeply involved in our body's res-
ponse to physical exercise, it would be of signi"cant value to 
clarify the possible role of O-GlcNAc in exercised induced limited 
in%ammatory 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 modi"cation and that this 
process would manifest at least in some elements of the cellular 
immunity. #us, our aim was to investigate whether O-GlcNAc 
levels are in%uenced by a single bout of physical exercise in 
isolated white blood cells (WBC) of healthy, male humans. Our 
data reveal that O-GlcNAc modi"cation is a dynamic intracel-
lular process in leukocytes. We also show that subpopulations 
of leukocytes may have di$erent 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 P+cs, Hungary (approval No.: 5187). #e selection 
criteria for the participants included no obesity, no smoking, no 
regular medications taken, and no known acute or chronic disease 
present (Table 1). #e experimental setup was designed to con-
tain two (almost identical) phases: (1) resting and (2) exercise.  
#e 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 a*er 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 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"! "1.1 141.4"! "1.2 142.0"! "1.3 mM
Potassium 4.3"! "0.3 4.6"! "0.2 4.3"! "0.2 4.2"! "0.2 mM
Calcium 2.4"! "0.0 2.5"! "0.1 2.4"! "0.1 2.5"! "0.1³ mM
Magnesium 0.9"! "0.1 0.9"! "0.0 0.9"! "0.1 0.9"! "0.1 mM
Chloride 97.8"! "1.6 98.2"! "1.3 101.6"! "2.8* 99.8"! "2.7 mM
Phosphate 1.2"! "0.1 1.2"! "0.1 1.1"! "0.2 1.5"! "0.3*,#,³ mM
Insulin 40.0"! "8.0 59.5"! "9.3* 54.0"! "29.6 51.9"! "38.9 pM
Lactate 1.4"! "0.5 1.4"! "0.4 1.3"! "0.4 6.9"! "1.7*,#,³ mM
Glucose 5.2"! "0.3 4.8"! "0.7 5.1"! "0.4 6.4"! "1.6 mM
Bilirubin 13.7"! "6.7 13.5"! "7.2 14.8"! "7.8 13.7"! "7.8 " M
Urea 5.6"! "1.6 5.2"! "1.4 5.4"! "1.3 5.2"! "1.1 mM
Creatinine 86.5"! "9.6 78.2"! "9.3* 77.5"! "6.3 102.2"! "7.0*,#,³ " M
Uric acid 319.7"! "53.5 302.7"! "59.6 314.2"! "40.8 355.0"! "47.4 " M
Cholesterol 4.7"! "0.7 4.9"! "0.7 4.7"! "0.7 4.8"! "0.7 mM
Triglyceride 1.2"! "0.4 1.9"! "0.4* 1.3"! "0.3 1.5"! "0.5 mM
Lactate dehydrogenase 318.0"! "32.9 336.5"! "56.9 318.5"! "26.2 380.5"! "33.2*,³ U/L
Alkaline phosphatase 63.2"! "10.6 67.0"! "11.7 74.1"! "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 74.0"! "2.2 76.3"! "2.6 75.7"! "4.0 78.0"! "2.7 g/L
Albumin 48.8"! "2.0 51.0"! "1.9* 49.4"! "2.9 51.9"! "2.3*,³ g/L
CRP 0.7"! "0.3 0.7"! "0.3 0.5"! "0.2 0.6"! "0.3 mg/L
White blood cells 6.3"! "0.8 6.4"! "1.1 6.6"! "1.0 8.4"! "1.4*,#,³ G/L
Neutrophils 3.0"! "0.7 3.3"! "1.0 3.2"! "0.8 3.9"! "0.9 G/L
Lymphocytes 2.3"! "0.3 2.2"! "0.3 2.5"! "0.3 3.6"! "0.7*,#,³ G/L
Monocytes 0.4"! "0.1 0.4"! "0.0 0.4"! "0.1 0.5"! "0.1 G/L
Eosinophils 0.3"! "0.3 0.2"! "0.3 0.3"! "0.3 0.2"! "0.3 G/L
Basophils <0.1"! "0.0 <0.1"! "0.0 <0.1"! "0.0 <0.1"! "0.0 G/L
RBC 5.4"! "0.2 5.4"! "0.2 5.2"! "0.3 5.3"! "0.3 T/L
Hgb 154.3"! "7.4 155.5"! "10.7 152.0"! "9.4 155.9"! "9.2 g/L
Hct 47.1"! "2.0 46.9"! "2.7 46.9"! "2.6 46.3"! "2.2 %
PLT 220.8"! "17.5 236.8"! "24.1 233.2"! "19.3 273.7"! "30.5*,#,³ G/L

Data are mean$! $SD (n$=$6).
*p$<$0.05 vs resting-before.
+p$<$0.05 vs resting-after.
³ p$<$0.05 vs exercise-before.
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temperature, 1,500&rcf). Blood cell parameters were quanti"ed 
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. #e anti-coagulated blood 
samples were layered on Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich,  
St. Louis, MO, USA, Cat. No.: 10771) solution and prepared by 
iso pycnic centrifugation (20&min, RT, 500&rcf) immediately a*er 
collection. Mononuclear cells were collected from the plasma/1077 
interface and washed 2# in ice-cold PBS. Next, the cells were lysed 
in a modi"ed RIPA bu$er [10&mM Tris pH 7.2, 100&mM NaCl, 
1& mM EDTA, 1& mM ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)-
N,N,N$,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.  

Next, the volunteers received identical breakfasts (~600& kcal,  
80< carbohydrate). In the "rst phase, the volunteers were asked 
a*er breakfast to restrain from any physical activity for 3.5&h before 
collecting the second set of blood samples (a*er resting samples). 
In the second phase, the volunteers were asked 3&h a*er breakfast 
to complete a 2-mile running exercise which was followed by the 
"nal blood sample collection (a*er exercise samples). #e 2-mile 
running exercise were carried out and assessed according to the 
instructions of the US Army physical "tness test (38). Brie%y, 
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-%uoride (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.). A*er blood collection, 
plasma and serum were separated by centrifugation (10&min, room 
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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 di%uoride membranes (Millipore, Billerica, MA, 
USA). Blots were probed with the anti-O-GlcNAc antibody RL-2 
(1:1,000; #ermo Fisher Scienti"c, Waltham, MA, USA, Cat. No.: 
MA1-072) in 5< non-fat dry milk blocking bu$er and followed 
by HRP conjugated goat anti-mouse IgG (1:5,000; #ermo Fisher 
Scienti"c). For loading control, anti-actin IgG antibody (1:1,500, 
Sigma-Aldrich, Cat. No.: A2103) was used. #e blots were devel-
oped using Femto chemiluminescent substrate (#ermo Fisher 
Scienti"c) and the signal was detected by G:BOX Chemi HR1.4 
gel imaging system (Syngene, Cambridge, UK). Densitometry 
was quanti"ed by calculating average pixel intensities of whole 
lanes followed by background subtraction using ImageJ analysis 
so*ware. #e O-GlcNAc levels of the samples were normalized 
for protein content by anti-actin staining.

Flow Cytometry
Immediately a*er collection, whole blood samples were treated 
using Lyse/Fix Bu$er (BD Biosciences, Cat. No.: 558049), which 
simultaneously lysed red blood cells and "xed WBC, accord-
ing to the manufacturer's instructions. A*er discarding the 
supernatant containing the hemolyzed red blood cells, "xed 
WBCs were washed once in PBS, and permeabilized with 0.5< 
Triton X-100-PBS for 2& min. Next, non-speci"c 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. A*er being rinsed in 
PBS, the cells were incubated with a 1:200 dilution of secondary 
antibody %uorescein-conjugated goat anti-mouse IgG (#ermo 
Fisher Scienti"c) 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 %uorescence intensities 
[detected at 525&nm (FL1 channel)] per cells were measured with 
a Cytomics FC 500 %ow cytometer (Beckman Coulter, Fullerton, 
CA, USA). De"ning the regions of various WBC subpopulations 
and quanti"cation of data were performed by using FlowJo 
analysis so*ware.

Data Analysis
Data are presented as means&! &SDs throughout. Comparisons 
were performed using Student's t-test and statistically signi"cant 
di$erences between groups were de"ned as p values <0.05 and 
are indicated in the legends to the "gures. When mentioned, 
not signi"cant values were indicated as not signi"cant (NS). For 
serum biochemical and blood cell parameters, two-way repeated 
measures ANOVA was used to evaluate changes. When signi"cant 
changes were identi"ed, pairwise comparison with Bonferroni's 
correction was used. #e type I error rate (%) 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/m2  
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. #e 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 
in%ammatory 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). #ere was no signi"cant di$erence in any 
of the measured parameters when the "rst samples of the two 
phases were compared (before resting vs before exercise). In the 
"rst phase, when the volunteers were asked to restrain from any 
physical activity, a few parameters changed signi"cantly in the  
second (a*er resting) blood samples: insulin, triglyceride, albu-
min, and creatinine. #ese changes albeit statistically signi "cant, 
could be attributed to diurnal variations (albumin and creatinine) 
or to the metabolic, post-prandial e$ect 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 signi"cantly increased when compared 
to their corresponding parameters measured before exercise. 
To exclude the in%uence caused by either diurnal variations or 
post-prandial e$ects, we also compared the intra-daily changes 
in the resting phase with the intra-daily changes in the exercise 
phase (Figure 1). We have found that exercise compared to 
resting had a signi"cantly di$erent 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-GlcNAc in Lymphocytes and Monocytes
To assess the e$ect of physical exercise on WBCs, EDTA anti-
coagulated blood was collected before and a*er exercise carrying 
out the same experimental conditions as described above. Isolated 
and "xed blood cells were %uorescently 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 identi"ed; granulocytes, monocytes, and 
lymphocytes. Restricting the selection of the cells to the regions 
highlighted in Figure 2A, O-GlcNAc levels (FL1 %uorescence) of 
the three cell types were analyzed separately. We found that granu-
locytes had approximately the same O-GlcNAc levels before and 
a*er exercise (relative %uorescence: 1.0&! &0.1 vs 1.1&! &0.16, NS), 
while lymphocytes (relative %uorescence: 3.1&! &0.26 vs 3.8&! &0.34, 
p&<& 0.05) and monocytes (relative %uorescence: 4.2&! & 0.25 vs 
5.3&! &0.48, p&<&0.05) showed a signi"cant right shi* (i.e., increased 
level of O-GlcNAc) a*er 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 



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, ªbeforeº values. 
Data are mean"! "SD, *p"<"0.05 vs the change of the resting condition.
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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-GlcNAc might have entered the circulation (40). #e 
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 a*er 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 

a*er exercise, NS), monocytes appeared to have at least two  
types of subpopulation when O-GlcNAc levels were analyzed. 
Since we found no signi"cant change in monocyte count a*er 
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 Con"rmed by  
Western Blot
Blood samples were collected parallel with the samples used 
for testing the biochemical parameters; before/a*er resting and 



FIGURE 2 | Flow cytometry shows increased O-GlcNAc 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 ¯uorescent secondary antibody 
(detected at FL1 channel), the cells were counted by ¯ow cytometry. (A) Data points are shown as a function of forward scatter and side scatter (FSÐx-axis, 
SSÐ y-axis). Three major group of cells were selected; granulocytes, lymphocytes, and monocytes. (B) The O-GlcNAc 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 ¯uorescence levels of O-GlcNAc labeled blood cells, collected before (open bars) 
and after (black bars) exercise. The mean ¯uorescence level of the granulocytes collected before exercise was selected for baseline. Data are shown as mean"! "SD, 
*p"<"0.05 vs before exercise.
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exercise. Mononuclear cells were isolated from EDTA anti- 
coagulated blood by Histopaque-1077 separation immediately 
a*er blood collection. Figure 3 shows the level of O-GlcNAc 
proteins of three volunteers, before and a*er physical exercise  
or resting. #e resulting banding patterns were similar to those 
published in previous reports (41, 42). As expected, we have 
found no signi"cant 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 signi"cant 
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 speci"city 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 
"ve times, compared to the uninhibited samples (19&! & 2< of 
control).

DISCUSSION

In the present study, we have analyzed the e$ect of a 2-mile 
running exercise on the level of O-GlcNAc modi"cation in 
leukocytes collected from human volunteers. We have found 
that overall level of O-GlcNAc modi"ed proteins signi"cantly 
increased following exercise when compared to control, resting 

experimental conditions. We have also found that lymphocytes 
andÐto a lesser extentÐmonocytes 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 modi"cation) in the circulation.

Our study was designed to focus on a single bout of physical 
challenge and to study the acute e$ects of exercise on O-GlcNAc 
levels in leukocytes. #e selection of the participants (healthy, 
young, and trained individuals) and the duration of the physical 
activity ensured that the workload does not exceed the adapta-
tion capacity of the participants. Biochemical markers sensitive 
for tissue damage (LDH, CK)Ðalthough elevatedÐremained 
close to normal range. IL-6 levelsÐwhich are known to increase 
proportional to the amount of exerciseÐremained below 2&ng/L 
(data not shown). Lactate levels a*er exercise (6.2&! &2.0&mM) 
showed that the workload corresponded to approximately the 
state where aerobic±anaerobic transition occurs (~4&mM lactate) 
(43). Elevated level of serum phosphate and increased number of 
circulating leukocytes were expected results a*er exercise and are 
in good correspondence with the literature (44±46). In our study, 
only male volunteers were recruited to avoid interference due 
to hormonal di$erences between sexes. However, the in%uence 
of gender or cyclic hormonal changes on O-GlcNAc regulation 
needs to be studied in the future. #e relatively few data available 



FIGURE 4 | RL2 speci®cally binds to O-GlcNAc 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.FIGURE 3 | O-GlcNAc 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 
ªbeforeº samples and black bars represent the mean"! "SD of ªafterº 
samples. *p"<"0.05 vs before exercise.
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in the literature indeed suggest that O-GlcNAc interacts with 
hormonal receptors (46) including estrogen receptor (47, 48). It 
is also interesting to note that one of the regulatory enzymes of 
O-GlcNAc; O-GlcNAc 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 in%uenced 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 in%ammatory response can be elicited during exercise by 
muscle micro-injuries, bacterial translocation from the gut due to 
reduced blood %ow or due to direct oxidative stress of various ele-
ments of the immune system (7, 37). On the other hand, activated 
leukocytes and in%ammatory response consequently supports 
healing and regeneration (37, 52). #ere are many factors that 
may in%uence the actual outcome of the immunomodulatory 
e$ect of exercise the length and intensity of the exercise, whether 
it is aerobic or anaerobic and also the presence or absence of pre-
vious training exercise (53, 54). ªOverreaching,º i.e., performing 
more strenuous exercise than the body can tolerate will lead to 
immunosuppression while moderate exercise will actually bene"t 
the immune system and reduce infection incidence (50, 55). #e 
distinction between pro- and anti-in%ammatory e$ects of exercise 
is not clearly de"ned but it is rather a dynamic balance and the 
actual result is a mixture of a multitude of signaling elements (53).

As mentioned, protein O-GlcNAc modi"cation has been 
pro posed 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 in%uence transcription 
(e.g., increasing the expression of heat-shock proteins), phospho-
rylation signaling, or protein degradation (18, 58). Im mediate 
e$ects of O-GlcNAc that do not require de novo protein synthesis 
include the inhibition of enzymes involved in oxidative stress 
such as nitric oxide synthase (59, 60). Finally, it seems to be that 
O-GlcNAc may also suppress stress-induced intracellular free 
calcium elevation, which would otherwise lead to adverse e$ects 
(57). In our present report, we propose that O-GlcNAc modi"-
cation may regulate immune response during exercise as part of 
the stress response system.

Several studies found that O-GlcNAc may participate in 
in%ammatory responses (61±66), but the exact function and role 
of O-GlcNAc in the regulation of in%ammation is still unclear  
(67, 68). For example, one of the key signal elements of the immune  
response, NF' B was shown not only to be activated by O-GlcNAc 
(41, 66, 69) but also to be inhibited by O-GlcNAc (64, 65, 70). #is 
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, di$erent posttranslational patterns may develop on NF' B 
and produce di$erent outcomes. Despite uncertainties concer-
ning the function of O-GlcNAc modi"cation in immune cells, 
accumulating data suggest that O-GlcNAc elevation in WBCs is 
a quick and measurable response to activation (32, 71).

Our present work is the "rst that shows an elevation of 
O-GlcNAc levels in human WBCs following acute stress, i.e., phy-
sical exercise. Only a few studies used human WBCs to measure  
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O-GlcNAc levels yet; in these studies, western blot and %ow cytom-
etry techniques were also used to demonstrate that O-GlcNAc  
levels can be assessed in human leukocytes (33, 35, 42). In contrast 
to western blot, %ow cytometry may also allow for comparison  
of various subsets of leukocytes. As of now, %ow 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. #us our results have 
to be con"rmed in the future by the simulta neous labeling of 
O-GlcNAc proteins and speci"c leukocyte surface markers such 
as CD45, CD3, CD19, CD4, CD8, etc.

A study by Myslicki et&al. used human whole blood samples 
to measure O-GlcNAc (34). #ey found no correlation between 
whole blood O-GlcNAc and aerobic capacity (VO2peak) in healthy 
males, however, their samples were collected only from resting 
individuals. #e direct activator of O-GlcNAc 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 su>cient to elicit a signi"cant 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 con"rm 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, %uctuations 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 su>cient to decrease glucose levels. On the 
contrary, the measured mean plasma glucose valuesÐdespite 
large individual variationsÐseemed to be slightly increased. 
Unfortunately, most studies investigated the e$ect of hyperg-
lycemia with much higher glucose concentrations (25±30&mM). 
Moderately elevated glucose levels (~1&mM increase) were shown 
to increase O-GlcNAc levels only under long-term conditions 
(pre-diabetes) so far (35, 75).

In summary, our study demonstrated for the "rst time that 
following a single bout of running exercise, protein O-GlcNAc 
modi"cation 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 modi"cation 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.
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