O-TIPUSU FEHERJE GLIKOZILACIO SZEREPE AZ EL
SEJTEK STRESSZVALASZABAN

Doktori (PhD) értekezés

Dr. Katai Emese

Klinikai Orvostudomanyok Doktori Iskola
Doktori Iskolavezet: Prof. Dr. Kovacs L. Gabor

Programvezet Prof. Dr. Miseta Attila

Témavezet:

Dr. Nagy Tamas, Laboratériumi Medicina Intézet

Pécsi Tudomanyegyetem
Altalanos Orvostudomanyi Kar
PECS

2018



~Barki, aki tudomanyos kutatasba fog, nem kerullettizt a
meggy z dést, hogy abban, amit mi természettérvénynek

nevezuink, valamilyen szellem nyilvanul meg. Métleeid

kivalobb szellem ez, mint az emberi értelem, srdeenek a
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OSSZEFOGLALAS

Az O-glikozilacié egy dinamikus, reverzibilis, ajted metabolikus allapotat kézvetitehérje
poszt-transzlaciés modosulas. Szabalyozd szerepertisaz acetilacioval, metilaciéval,
ubikvitinacioval, nitrozilacidval kapcsolatban, grészletesebben vizsgalt a foszforilacioval
valé kompeticid. Az utdbbi ikben felmerilt az O-glikozilacié stressz adaptéaidliletve

prekondicionalasban betdltott jelatvigzerepe is.

Dolgozatom alapjat képez munka els felében az O-glikozilacié dinamikgjat, tau
foszforilaciéval valé kapcsolatat vizsgaltuk akukidativ stressz hatasara kilonboz
regeneracios igontokban humén neuroblasztéma sejtvonalon (SH-3Y3%VWestern blot
maddszerrel kimutattuk, hogy rovid ideig oxidativresisznek Kkitett sejtek szintjén az
intracellularis fehérjek O-glikozilacidjanak mérekhirtelen emelkedett, majd kozel a
kiindul&si szintre tért vissza a regeneraciés prisdvégére. Az O-glikozilacioé szabalyozdsaban
résztvev f bb enzimek expresszios szintjénél is hasonld Wiaettapasztaltunk. A tau
foszforilacié esetében az O-glikozilacidval elldatevaltozasokat észleltiink. Eredményeink
azt mutatjak, hogy az O-glikozilacio fontos szetgptszik a stressz adaptaciéban, valamint a
tau foszforildciéval val6 kapcsolatanak ismeretezZagarulhat az Alzheimer kor

patofizol6gidjanak pontosabb megértéséhez.

A munka masodik felében az O-glikozilacié valtozasasgaltuk egyszeri fizikai aktivitason
részt vett onkéntesek vérmintaibdl izolalt fehésegieken. Kisérleteink sordn nem csak az
Osszfehérvérsejtek, hanem az azt alkot6 alpopd@iglikozilaltsagi allapotara is kivancsiak
voltunk, amelyeket aramlasi citometria segitségéuesgaltunk meg. Eredményeink azt
mutatték, hogy fizikai aktivitas hatdsara az odszfeérsejtekben szignifikans O-glikozilaciés
valtozas figyelhet meg a nyugalmi periédusban gtt mintakhoz képest. Fehérvérsejt
alpopuléciok szintjen ként a limfocitdk és monocitdk csoportjaban vofejazett az O-
glikozilaciés valtozas. Bar ennek a komplex funkak a megértése tovabbi vizsgalatokat
igényel, a mechanizmus ismeretéiiggetlenil az O-glikozilaci6 mérése human miiik
hasznos kiegészje lehet a laboratoriumi diagnosztikanak; példdkalanas lehet sportoldk

fizikai allapotfelmérésére, metabolikus szindrérnétegek szésére.



|. BEVEZETES

I.1. A STRESSZVALASZ ALTALANOS JELLEMZ |

A stressz fogalmanak bevezetése Selye Janos neléheik. Ertelmezésében a stressz az a
nem specifikus valasz, mely a szervezet egészat élkalmazkodasi folyamatot képes
elinditani, ezaltal dsztontzve, hogy a kihivasokrmerekre reagéljon [1]. A stresszorok
hatdsara bekdvetkezesti reakciokat altalanos adaptaciés szindromaeakzte el, és harom

f szakaszra kulonitette.V@szreakcilban a szervezet felkésziil a fokozott alkalmazkad&sr

az ugynevezett ,harc vagy menekilés” ideje.akiiv ellendllas vagy adaptacio faaisan a
szervezet tovabbi energiatartalékokat mozgésity rhekszabb-rovidebb ideig a szervezet
igényeit a stresszorral szemben még képes kietégitestresszor tartés fennallasa esetén
kovetkezik akimertlési fazisamikor a tartalékok kimerilnek, a szervezet @lliénképessége

lecsokken, rohamos hanyatlas all be [2].

[.1.1. Cellularis stresszvalasz

A stressz fogalma a sejtek szintjén is értelmezhktsejtek az ket ért valtozasok hataséara
megprobaljak bels kdrnyezetiket egy sk tartomanyon belll tartani. Ezt a dinamikus
egyensulyt nevezzik intracellularis homeosztazisaakely valaszként stabilizélja a sejtek
bels kdrnyezetét a megvaltozott kilkérnyezettel szemben [3]. Ez a fizioldgiai homdazis
konnyen veszélybe kertlhet, ha a sejtet olyan sthegasok érik, mint példaul UV sugarzas,
h sokk, oxidativ stressz, mérgeanyagok, ozmotikus sokk, extracellularis ligandidi]. A
kilonbdz mikrokdrnyezeti stresszorokra adott védekemechanizmus a cellularis
stresszvalasz, ami képes a sejtek aktudlis tolerazzintjét emelni. A sejttipustol, a stressz
id tartamatdl, illetve annak sulyossagatol fuegg a cellularis valasz sokrétehet. Ha a
kiiszObértéket a stressz-inger nem haladja meg,jtaképes a megbomlott egyensulyi
allapotanak helyreallitdséara. Amennyiben a karos@dgy bizonyos kiiszobértéket meghalad,
elégtelen adaptacio eredményeként sejt hipertidifigerplazia, atréfia és metaplazia alakul ki,
illetve kilénbdz sejtpusztulasi utvonalak aktivalédnak: apoptazékrozis és autofagia [3,5].

Az elégtelen adaptécio esetében illetve a sejtplészel idézésében mitogén-aktivalt protein



kinaz (MAPK) kaszkadok: dNK (c-Jun N-terminalis kindzés ap38-Utjatszanak szerepet
[6,7], amelyek ugyanakkor nagy jeleséggel birnak szamos betegség kialakulasabanris, mi
az iszkémia, ateroszklerézis, neurodegenerativtehé&sok és tumorok.

A kllénboz stressz-ingerek (virusok, baktériumok, sugarzémyezeti toxinok) kilonboz
sejt-véd mechanizmusokat indukalhatnak, amelyek képeselejieks homeosztazisanak
visszaallitasara. Ezek a cellularis stresszvalasieketnek: oxidativ stresszvalasz,
h sokkvalasz, sértilt fehérjevalasz (unfolded protegponse, UPR) és DNS karosodasi valasz
(1.4bra) [5].

Oxidativ stressz
ROS/RNS endogén forrasa:

= NADPH oxidaz (Nox)

= Mitokondrialis
elektrontranszportlanc

(ETC)
ittt DNS karosodasi valasz
HSFs
Hsp110
Hsp90 «——— Stresszor —— | ATM — p53, Chk2
ATR — Chk1
Hsp70
DNA-PK
Hsp60 5
Hsp40 (Ku70*Ku80/DNS-PKcs
Hsp27, Hsp22

Sériilt fehérjevalasz ’

Grp78

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

IRE-1—> sXBP-1

1. &bra. Cellularis stresszvéalaszok é®b stresszfehérjéi. (Mddositott abra)
(Kép forrdsa:Muralidharan S, Mandrekar P (2013) J Leukoc Bigl(®): 1167-1184)

A megbomlott egyensuly, mely a reaktiv oxigén/rgén szdrmazékok (ROS/RNS) tulzott
emelkedésének és az antioxidansok csokkenésérar@mge, oxidativ stresszt eredményez.
Az endogén oxidalészerek kulonbdanyagcseretermékek metabolitjai vagy mellékterméke
melyek a mitokondriumokban zajl6 aerob anyagcsénédgy a ciklooxigenaz, a nikotinamid-
adenin-dinukleotid-foszfat (NADPH) és xantin-oxiddial kozvetitett reakciokbdl képanek.

Az endogén ROS képdése fként két sejtorganellumban torténik: az endopladmat
retikulumban (ER) és a mitokondriumban. Az ER-betisaulfid kbtések oxidativ atalakulasa

a fehérje 6sszehajtogatas (folding) soran ROS Ilfelbeddashoz vezethet. A legfontosabb



endogén ROS forras azonban a mitokondrium, ah@nziv aerob metabolizmus zajlik,
ugyanakkor itt redukalodik az elektrontranszportlaegén lév molekuléris oxigén is
szuperoxidionna [5,8]. Exogén tényé&zis képesek ROS-t abézni; kémiai agensek kozil

f ként a hidrogén-peroxid, fizikai faktorok esetéberJV sugérzas rendelkezik ilyen hatassal.
A felhalmozdédott oxidaloszerekkel szemben a seje&xidativ stressz kiveédésére antioxidans
fehérjék fokozottabb termelésével vélaszolnak Epnban javithatatlan karosodas esetén
kaszpazok altal kozvetitett apoptdzist indukalhatna

Az oxidativ stressz, a nehézfém mérgezédatas, fertzések hsokkfehérjéket (HSP)
aktivalva h sokkvalaszt eredményeznek. Ezeknek a stressz-kmgkeegyik f cellularis
kovetkezménye a fehérje karosodas, mely a denatotilfehérjék aggregalodasahoz vezet. A
h sokkfehériegk az eukaridéta sejtek citoplazmédjabaryklaoluszdban, ER-ben és
mitokondriumaiban expresszaldédnak. Olyan ATP-figgolekularis chaperone fehérjék,
amelyek képesek a fehérje denaturalédast megakeamdlgs ezaltal csokkentik a fehérje
aggregacio meértékét [10].

Az ER a stresszvéalasz kialakuldsa szempontjabélfeqgios sejt kompartmentum, ahol a
szekretélt, membranhoz kotott, sejtorganellum-diges fehérjék transzlaciés modosulésa,
foldingja torténik. Stressz-ingerek, mint a tapagtyany, hipoxia, vagy virusfertés,
megzavarhatjak a folding folyamatot, ami hianyogysérilt fehérjék keletkezéséhez vezethet,
ezaltal UPR-t eredményezve [11,12]. Esdejtekben az UPR-t harom stresszérzékat
inozitol-fllgg enzim 1 (IRE1), az aktivalé transzkripcids fakBofATF6) és a protein kinaz R
(PKR)-szer ER kindz (PERK) kozvetiti, amelyek érzékelik adga folding korilményeit és

a megfelel jeleket az UPR célgének felé tovabbitjdk. Amenegilaz ER stressz krénikus
és/vagy igen kiterjedt mértékagy az UPR programozott sejthalalt is indukaJthat.

A DNS karosodasi valaszt (DNA Damage Response, DRR) egy szintén stressz altal
kozvetitett Ut, a kdrnyezeti genotoxikus és kéraimyagok okozta DNS léziok aktivaljak. A
DDR f szabdlyozéi a primér transzdukciés fehérjék, nintataxia teleangiektdzia mutalt
fehérje (ATM), az ATM fehérjével rokon (ATR, ataxteleangiektazia és Rad-3- fehérje)
fehérje komplexum és a DNS-fuggrotein kindz (DNS-PK), amelyek a foszfatidil-irto#-3
kindzok (PI3K) csaladjaba tartoznak [12]. Mindegigkérje kilonb6z DNS-karosodas miatt
aktivalodik, és specifikus jelatviteli utakat stilal13].

Ezek azntracellularis adaptaciés mechanizmusok, a receqitbdésen at a jelatviteli és gén
transzkripcids folyamatokon keresztll egészen érfebzintézisig, [4] hozzajarulnak a sejtek

tulél képességéhez a sejtciklus szabalyozasaval, furddiofehérjék javitasaval és/vagy



stabilizélasaval, sérult molekuladk eltavolitasawltarolt energiatartalékok mozgositasaval,
valamint a metabolikus Utvonalak modositasaval43,3]. Ezekben a mechanizmusokban a
cellularis fehérjék szabalyozasa tobb szinten igbeéegy, megvaltoztatva igy a fehérje-
degradéaciot (kaszpazok aktivalasa) és szintézisingrkripcié valtozas, UPR) illetve a

fehérjefunkciot [11,16,17].

1.1.2. Prekondicionalas

A sejtek tulélképessége a tolerancia fokozasaval névelhett a fiziologiai folyamatot
prekondicionalasnak is nevezzi#prekondicionalas egyfajstressz-edzésnekmegfelelhet,
amikor alacsonyabb do6zisban, ugyanazzal a streaszaemben alakul ki a tolerancia, illetve
kereszttolerancidak, ha egy adott stresszel szembenkaidicionalas eredményeként mas
stressz-ingerekkel szemben is ellenallébba vélikep. Ennek a folyamatnak az alapja a
stresszvalasz nem specifikus tulajdonsdga, ugyaais kilonb6z —stresszhatasok
stresszfehérjéket indukalhatnak/aktivalhatnak. Eazegtresszfehérjek képesek a kulonboz
eukaritta sejteket a mérsékleti és pH véltozasokkal, ionizalé sugardasslamint kémiai
behatasokkal szemben prekondicionalni. igy a stfeBérjék altalanos sejtvéd
tulajdonsaguknak (fehérje-, DNS védelem, szabaddyijds) kdszonheen ellenallébba

teszik a sejteket a stresszorokkal szemben [3].

Az egyik legtobbet tanulmanyozott prekondiciondlasiechanizmus az iszkémas
prekondicionalas, ami egy veszélytelen, rovid ideigd, az egyes szervek vagy szovetek
vérellatasanak felfliggesztésével jard folyamat lpehegy szintén révid ideig tartd reperfuzids
id szak kovet megekve az iszkémias reperfuzos karosodasdékését [18]. A iszkémias
prekondicionaldsnak ként a miokardialis, agyi €és renalis iszkémias Iéérielleni
védekezésben van jelest szerepe [19-21]. Két formaja ismert:lakdlis- illetve tavoli
iszkémias prekondicionalds. Mindkét esetben szaermaogén molekula jatszik kozre a
jelatviteli folyamatokban, melyek kozll legtébbnséjtvéd hatasa van. A tavoli iszkémias
prekondicionalas alapjaul harom fitvonal szolgéli.) humordlis (adenozin [22], bradikinin
[23], opioid [24], endokannabinoid [25])i.) neurogén(adenozin [26], bradikinin [27] és
kalcitonin génnel rokon peptid [28]) valamiiit) szisztémas utvonggyulladas/apoptdzis
[29,30]) [20]. Mind a humoralis, mind a neurogéuaital képes kulénbozkindz-kaszkadokat

indukélni, amelyek gatolva a mitokondrialis permétst, megakadalyozzak a sejtek halalat.



Szisztémas atvonalon keresztil a tavoli iszkémigekgndicionalds képes modulalni az
immunsejtek gén- és receptor expresszibjat, iggudaglasos valasz megvaltoztatdsaval képes
csokkenteni a kdrosodas mértékét [31]. Peraltatéaif2001) kimutattdk, hogy az iszkémias
prekondicionalas révén a maj is ellenallébbé vaik iszkémias-reperflzidos karosodassal
szemben. Munkajukban a maj prekondicionalasnalshatavoli szervekben is vizsgalva arra
a kovetkeztetésre jutottak, hogy a majbol tortéazisztémas TNF- felszabadulés
csokkentésével tavoli szervekben is megakadalyozhagyulladdsos karosodéas [30]. Ez a
sejtvéd hatas kozvetlenil az inger alkalmazasa utan (kof¥delmi ablak) valamint az azt
kdvet napokban vagy hetekben (méasodik védelmi ablalgsidelhet volt [31]. Klinikai
gyakorlatban az iszkémias prekondicionalast otmapeeiddusokra ttemezik, amelyet dtperces
reperflzio valaszt el, kozvetlenll a célszerv isaieereperfizios sérilése &l Az iszkémias
prekondicionalds hatékonysaga nagyban fligg azkeeélt szovetek térfogatatdl,
prekondicionalds idartamatdl, a reperflziotol és az iszkémias prekomaalas és az

iszkémias reperfuzio karosodas kozotti eltelt idd[20].

A masik f prekondicionalasi folyamat a fizikai aktivitasalitprekondicionalas. A kifejezést
els ként a szakirodalomban Radak és mtsai vezettélutadsa a fizikai edzés hatasara a
szivizomban az oxidativ stresszel szemben kialakldnallé képességre [32]. Mint ismert, a
fizikai aktiviths nem csak a sziv- és érrendszeflygasolja jotékonyan, hanem pozitiv hatdssal
van a mozgasszervi, léguti, endokrin, idegi, hud®mds cellularis immunrendszerre is. A
fizikai aktivitas altali prekondicionalas kritikusfontossagt az iszkémias-reperfazié
kdvetkeztében fellépoxidativ stressz és kdrosodas enyhitésében, axlitolerancia és az
inzulinrezisztencia csokkentésében, izileti atréfimegel zésében és az Oregedési
folyamatokban is [32—35]. Mar korai tanulmanyokeistak a mérséklet fizikai aktivitAsnak az
immunrendszer nkddésére kifejtett pozitiv hatdsat [36]. Grahankétdcsoportja fizikali
prekondicionalds soran, interleukin-6 (IL-6) éské&mias reperfluzié kapcsolatat vizsgalva
egerekben bebizonyitotta, hogy a testmozgas IL-&evasztil kardioprotekciét eredményez
[37]. A megvaltozott immun-medidlt valaszok révarizikai edzés egyfajta kiegészterapia

is lehet olyan betegségekben, mint a depresszidosgas, sziv-, érrendszeri, anyagcsere és
daganatos betegségekben illetve autoimmun kérfayakban [38]. A mechanizmus, amellyel

a fizikai edzés a veleszlletett és szerzett imraaghibefolyasolja még nem tisztazott, de
nagymértékben flugg a fizikai gyakorlat tipusatdtenzitdsatél valamint az ithrtamatol.

A fizikai aktivitas altali prekondicionalast nematsaz immunrendszer esetében, hanem az agyi

infarktus kockéazatanak csokkenéséneél valamint msa@lantalt csontvel sejtek tulélésével



kapcsolatban [39] is vizsgaltak. Ding és mtsai @08zt talaltdk, hogy a csokkent agyi
karosodas a fizikai edzés hatasara fokozottan sgpaéddd neurotrofinnak és angiogenézisnek
tulajdonithato [40]. A fizikai edzés jétékony hat&scsontvel sejtekre és mikrokodrnyezetiikre
régbta ismert. Bizonyitott, hogy a fizikai aktivdtdépes a hemopoetikus sejteket a sugarzastol
megvédeni illetve ndvelni a hemopoetikus progengejtek szaméat. Ezek az adaptécios
folyamatok a mezenchimélissejtek differencidlodasdnak modosulasai révérsuilék meg
[41].

Osszegezve a prekondicionalas is egyfajta stresstyre a sejteknek kulénbozvéd
mechanizmusokkal reagélniuk kell. A stresszvalasigdtt olyan molekuléris folyamatok
zajlanak, mint a mitokondrialis és szabadgyotkfogadszer elemeinek aktivalasa,sbhkk
fehérjék fokozott expresszidja [42—44]. Bar ez etfg intenziven tanulmanyozott terilet, a

folyamatok aktivalasanak megértése még mindig redjesen tisztazott.



1.2. POSZT-TRANSZLACIOS MODOSULASOK SZEREPE A
CELLULARIS STRESSZVALASZBAN

A stresszvalasz uUtvonalakat, ideértve a kanonikivenalakat, mint az oxidativ stressz,
hiperozmaétikus stressz, DNS karosodassdkk, hipoxia, ER stressz és gyulladasok, k6zos
szerkezeti felépités jellemzi, aminek alkotéi angoeok, transzkripcios faktorok valamint
kindz/foszfataz transzformatorok [45,46]. Ennek tauldlrdnak koszonheen a sejtes
stresszvalaszokat kulénbdzgenomikai, transzkripcids, transzlaciés és pasatsizlacios
folyamatok aktivaljak és szabalyozzak.

Ezek kozll a legjobban tanulmanyozhaté a transeirigltal kozvetitett folyamat, mely soran
a transzkripcios faktor indukalta stresszgénekikemisejtek homeosztazisanak visszaallitasat,
valamint a sejtanyagcserét, a proliferaciot éspop#zist is szabalyozzak. A transzkripcios
gén-indukci6 a sejt stressz-tképességét meghaladd nagyfoku stresszorral szefalém
egyfajta vélaszreakcio, ugyanakkor énmagaban eblyarhat egy hirtelen bekodvetkez

er telles adaptaciohoz nem elegendmivel a transzkripcio aktivalasatol az Uj gének
szintéziséig illetve megfelelfehérje mennyiség eléréséig tobb 6ra, akar naeftathet [46].

Ezzel szemben a poszt-transzlaciés modosulas egy dltalanos adaptativ mechanizmus,
mely transzkripcids aktivitdst nem igényelve szarstwessz Gtvonalon rkodik. Akut vagy
krénikus, bizonyos kiiszobértéket nem meghaladéstre adott gyors valasz, mely képes akar
mar a korabban transzkripcio soran keletkezetsstfehérjéken keresztil is hatni [46]. Ezek a
poszt-transzlacios maodosulasok kulonfélék lehetnb&leértve a reverzibilis kovalens
modositasokat (példaul foszforilacié, metilacioetdacio, O-glikozilacio, ubikvitinacié és
sumoilacid), alloszterikus vagy nem alloszterikzstslyozast (enzim gatlasa végtermék altal)
vagy fizikailag indukalt fehérje szerkezeti valtemfat (példaul magas mérséklet,
mechanikai erk) [47-49].

Osszességében a poszt-transzlaciés moédosulasokzibdie vagy irreverzibilis fehérje
szerkezeti, stabilitdsi és funkcidvaltozasokat kégeel idézni a sejt integritAsanak megése

céljabol.



1.3. O-GLIKOZILACIO A CELLULARIS STRESSZVALASZBAN

1.3.1. O-tipusu fehérje glikozilacio

Az O-tipusu fehérje glikozilaci6 egy poszt-transié modosulds, mely eukaridta sejtek,
baktériumok Golgi apparatusaiban megy végbe. Adfioigt soran 1-3 cukoregység kapcsolddik
a fehérjék szerin (Ser), treonin (Thr), hidroxitizivagy hidroxiprolin aminosavainak
hidroxilcsoportjahoz. A kapcsol6dé szénhidratrészakem jellemz a kdzos szerkezet, igy
lehetnek N-acetil-galaktézamin, N-acetil-glikézamifuk6z, glikéz, galakt6z, manndz,
névényekben arabindz cukoregységek, melyek a galgiéncon szintetizalédnak, specifikus
glikoziltranszferazok altal katalizalt hozzaadassgablikoproteineknek fontos szerepik van
fiziologias (sejt-sejt, sejt-matrix kapcsolatok,nmnvéalasz) és koéros folyamatokban (virus-

fert zés, daganatképdés) egyarant.

Dolgozatom tovébbi részében az O-glikozilacié aett a dinamikus éseverzibilis poszt-
transzlaciés modosulast értem, amely soraejimnagbaréscitoszolbantalalhaté fehérjék Ser
és Thr aminosavainak hidroxilcsoportj&gyetlercukormolekula, az O-N-acetilglikdézamin
kapcsolodik. Napjainkban az egyre javulo techniKaltételeknek koszonhetn (pl.
tomegspektrometria) tobb, mint 3000 nuklearis, plaematikus valamint mitokondrialis
fehérjérl dertlt ki, hogy O-glikozildlt [50]. Ennek az e@ey poszt-transzlacios
maodosulasnak azonban jelemtszerepe van fizioldgias és patofizioldgias folggmkban. A
megvaltozott O-glikozilacios mddosulas olyan kuléonbhuman koérképek kialakuldsahoz is
kothet , mint a kardiovaszkularis betegségek [51], neugederativ rendellenességek [52,53],
cukorbetegség [54-56] és malignus daganatos megguiisek [57]. A reakciét két enzim
katalizélja: egyik az O-N-acetilglik6zamin-transzferdz (OGT), mely a cusmport
addiciojaért felels, mig az O--N-acetilglik6zaminidaz (OGA) annak eliminacibjatgzi.
Mindkét enzim nuklearis és citoszolikus elhelyezsm ismert, azonban az OGTként
nuklearisan, mig az OGA dominansan a citoplazmabafat6. A folyamat szubsztratja, az
uridin-difoszfat-N-acetilglik6zamin (UDP-GIcNACc), ety a hexdézamin bioszintézis utvonal
(HBP) végterméke2( abra). Ebbe az uUtvonalba sejttipustol fligg a szervezetbe juté glikoz
csupan 2-5% -a lép be [58].
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Az O-glikozilacié szamos olyan fehérjefunkcion teafeiti ki hatasat, amelynek kdvetkeztében
megvaltozik a DNS kotés és transzaktivacio [59,6@hérjék kozotti kolcsonhatas és
intracellularis lokalizacio [61], valamint a fehérebontas [62]. Korabbi tanulmanyokbal jol
ismert szamos transzkripciés faktor O-glikozilaaiomint példaul a p53, c-myc, nuklearis
faktor kappa B (NF-B), aktivalt T-sejt nuklearis faktor (NFAT), OGTnaulin receptor
szubsztrat 1 (IRS-1) [63,64]. Becslések alapja®-agikozilacio altal modositott fehérjék tobb
mint 25%-a vesz részt a transzkripcié szabalyozasf0], igy nem meglepaz O-glikozilacio
sokoldali szerepe, melyet jelatviteli folyamatokbarsejtciklus szabalyozasban,
génexpresszidban, glikéz metabolizmusban valamullalaris stresszvalaszokban tolt be
[54,65].



Az utébbi évek kutatasi eredményei arra utalnakgyh@az O-glikozilacié a cellularis
stresszvalasz egyik jelelst komponense, ugyanis O-glikozilacié emelkedéstefigk meg
szamos szoveti kdrosodasban illetve olyan celkigiresszvalaszban, amitstressz [66,67],
oxidativ stressz [68], DNS karosodasi stressz (ddoin, UV sugérzas) [69-71], hipoxia
[72,73], ER stressz (tunikamicin) [74], iszkémigkefizio sérulés [75,76] vagy traumas vérzés
[77] okoz. Bizonyitott ugyanakkor, hogy az O-glikéeié felfiiggesztése a sejtek
pusztuldsdhoz vezet [65].

Az O-glikozilacié képes a fehérjék szabalyozas&igmmaddon is részt venni, hogy kdzvetlen
illetve kozvetett médon befolyasol mas poszt-trégas modosulasokat, amelyek szintén
kulcsfontossagu szerepet toltenek be a fehérjékcfaiban illetve jelatviteli folyamataikban.
Ennek fényében az O-glikozilacio kblcsdnhatasasgatak mar acetilacioval, metilacioval,
ubikvitinacioval, nitrozilaciéval kapcsolatban sar ezek az interakciok még nem teljesen
tisztdzottak [64,78,79].

1.3.2. O-glikozilacio és foszforilacio kbélcsonhatés

Az O-glikozilacié leggyakrabban és legrészletesabliesgalt kapcsolata a foszforilaciéval
valé versengés. Létrejohet kompetici6 azonos Sefhishelyekért, ilyenkor az OGT és
foszfatdzok egylttesen, egy stabil Ugynevezgiti-yang komplexet alkotnak [80], de
egymashoz kozeli médositasi helyeket is befolyadabk (proximal site effect [81]. Ez a
fajta kdlcsbnhatés az O-glikozilacié és foszfoiiédadzott szamos fehérje funkcioé szabalyozas
terén megfigyelhet (példaul ismert proto-onkogének, neurofilamentumoktoszkeletalis

fehérjék esetén) [81,82], ugyanakkor fontos szar@giezik a kronikus betegségek, mint a

sz

A kozelmult eredményei arra utalnak, hogy a nedisrgzdvetekben is jelerda mérték O-
glikozilaciés modosulas van jelen [84]. Az agyban |szamos olyan fehérje érintett, amely
részt vesz a transzkripcidban, neuronalis jeldbete és szinaptikus plaszticitasban, ilyenek
példaul a CREB18 (ciklikus adenozin monofoszfatNtA-érzékeny valasz elem-kdehérje)
[85], synGAp19 (szinaptikus guanozin-trifoszfatédivalo fehérje) [86], -amiloid prekurzor
fehérje és tau fehérje [87]. Ezek kozul néhany riéhék kritikus szerepe van a
neurodegenerativ betegségek kialakuldsaban. Aetatérje egy mikrotubulusokhoz kapcsolt,

neuronokban talalhatd citoszkeletalis fehérje, médgzforilalt formaban stabilizalja a



mikrotubulusokat. Ismert, hogy a tau fehérje fosfoidja és O-glikozilacidja kozotti
megbomlott egyensulyi allapot kovetkeztében hipaforilalt tau fehérjék keletkeznek,
melyek aggregaldédva az Alzheimer-kér patofiziolg@iak f elemeit, a neurofibrillaris
kotegeket képezik [88—-9@3. abra).
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(Kép forrasa: Liu F et al (2009) Brain 132: 182033

Ennek eredményeként szdmos kutatécsoport vizsgalt@-glikozilacié és tau foszforilacio
kdzotti kapcesolatot. Liu és mtsai bizonyitottakgh@z agyi glik6z-metabolizmus kdrosodésa
is hozzajarulhat az Alzheimer-kor kialakulasahoeha csokkent HBP-fluxus a tau fehérjék
csokkent O-glikozilaciéjdhoz vezet, ami a tau f@géhiperfoszforilaciojat eredményezi [90].
Taupatias egér modellekben kimutattak tovabba hadgy OGA gétlas révén fokozott O-



glikozilaciés modosulas kdvetkezik be a tau fehde megakadalyozva ezaltal a tau fehérjék
hiperfoszforilacidjat [91,92]. Graham és mtsai OGdsszU tavu gatlasanak eredményeként
er teljes tau O-glikozilaciés emelkedést, disztrofi@sironok szamanak csokkenését észlelték
illetve egyfajta védelmet is medfigyeltek a patoédy tau fajtdk foszforilciojanak
kialakulasaval szemben, anélkil hogy a nem patteéfoszforilacidja valtozna [91]. Liu és
mtsai in vivo ésin vitro korulmények kozott vizsgaltak az O-glikozilacidéeszpét a tau
foszforilacibban. Munkajukban megallapitottdk, ha@gyO-glikozilacié helyspecifikus médon
szabalyozza a tau foszforilaciot [93].

Bér ismert, hogy az O-glikozilaciot dinamikus éastialo idegi ingerek indukélhatjak [84], az

O-glikozilacié szabalyozésa akut stressz soranamglis sejtekben még vitatott.

1.3.3. O-glikozilacio és prekondicionédlas kapcsolat

Egyre tobb irodalmi adat igazolja azt a feltétetgzZBogy az O-glikozilacionak jelers szerepe
van a cellularis stresszvalaszban. Azon jelatvitedichanizmusok, amelyek O-glikozilacio
emelkedést eredményeznek, ndvelik a stresszel srendberanciat és ezaltal javitjak a sejtek
tulélését. Fkéntin vitro patkany szivizomsejteken veégzett kisérleti eredrmiéarra engednek
kovetkeztetni, hogy az O-glikozilacio egyfajta kétt is a prekondicionalasi folyamatokban
kardioprotektiv hatasa révén. Ujsziilott patkanyisamsejtekben mutattak ki, hogy az
oxidativ stressz és a hipoxia-reoxigenziacio atrménglikozilacié emelkedést okoz, névelve
a sejtek életképességét és csokkentve a nekrézast apoptozist [73,94]. Ugyancsak izolalt
perfundalt patkany szivben glutamin vagy glikézaradésaval eidézett fokozott HBP
ataramlas az iszkémia kezdete telszignifikAnsan novelte az O-glikozilaciét, jatia a
szivizom kontraktilithsat és csOkkentette a remedtikovet szoveti karosodast [95,96].
Steven P. Jones és mtsai kimutattak, hogy O-(2ahaiein-2-deoxi-D-
glukopiranozilidenamino) N-fenilkarbamat (PUGNAR)vivo addsa, mely az OGA inhibitora,
csOkkenti az iszkémia-reperfuzié hatdsara kialakodarktus mértékét egér szivben [68]. A
pontos mechanizmus, mely magyardzna az iszkémigisoqicionalas és emelkedett O-
glikozilacié kozotti kapcsolatot, még vitatott. @efiiggéseket talaltak emelkedett O-
glikozilacié és fokozott HSP-40 és HSP-70 trangeia kozott, melyek kozul az utébbi fehérje
maga is célpontja az O-glikozilaciés médosulas®a.[Ugyanakkor bizonyitott, hogy az O-
glikozilacié képes csokkenteni a mitokondridlis rpenbilitast a CH tultelit dés és a ROS

képz dés csokkentése révén [73].



Az iszkémias prekondicionalassal ellentétben, iadizaktivitas altali prekondicionalas és O-
glikozilacio kapcsolatat csak korlatozott szaméatatiodellben tanulmanyoztak ellentmondasos
eredményekkel. HosszU tavl, rendszeres edzés ihatdssgalva ragcsalok sziv- és
izomszoOveteiben néhédny kutatocsoport O-glikozildcgdkkenést [98,99], mig méasok O-
glikozilacio szint emelkedést talaltak [100,101]z Akut fizikai aktivitas és O-glikozilacio
kapcsolataval ez idaig két tanulmany foglalkozd®eternelj és mtsai emelkedett O-
glikozilaciés szinteket mutattak ki a patkany vamwan akut edzést kven [102]. Ezzel
szemben Medford és kutatocsoportja egerek szivizomesében vizsgalva az akut testedzés
hatasait, arra kovetkeztetésre jutott, hogy 15 gwefatépados edzés utan az O-glikozilacié

szintje csokkent, mig féléras edzés utan nem tégléez szignifikans valtozast [103].

A rendelkezésre all6 adatokbal jol kitik, hogy a fizikai aktivitas &ltali prekondiciorgl és O-
glikozilacié kozotti molekularis kapcsolat megédétovabbi kisérleteket végzését teszi

szilkségessé.



l.4. O-GLIKOZILACIO ES FIZIKAI AKTIVITAS SZEREPE AZ
IMMUNRENDSZER M KODESEBEN

Irodalmi adatok sokasdga tamasztja ala a glikadildtevancigjat a korokozok felismerésében,
gyulladasos folyamatokban, velesziletett és szelimeinunvalaszokban és a daganatos
megbetegedésekben [104-107]. A glikozilacionak dsHerepe van a fehérje-antigén
felvételben és a proteolitikus folyamatokban, mégeéatva a f hisztokompatibiltasi komplex
kordlbelil egyharmada az epitopok poszt-transztagidddositasat tartalmazza. Mivel a
fehérjék kdzos poszt-transzlacios moédosulasa azjlécio, ezaltal valdszisithet, hogy az
MHC ligandumok 1-5% tartalmazhat glikAnokat. Az éltmévekben egyre tobb tanulmany
foglalkozott a glikanok és T-sejt valaszok koz&tpcsolattal, bebizonyitva, hogy a glikdnok
befolyasolhatjak a T-sejt-valaszokat akar az epigrkezetének valtoztatdsa révén, akar az
antigén prezentald sejtek altal bemutatott peppidopok profiljanak befolydsolasaval. A
glikdnok szerepe az antigén és a T-sejtek feliseéden ugyanakkor kulondsen fontos a sajat
antigének tolerancigjanak indukalasahoz, ugyanspibp megvaltozdsa szadmos autoimmun
betegséghez kapcsolodhat.[108,109].

Az O-glikozilacié a tébbi ,hagyomanyos” glikaciovallentétben nem elsorban az antigén
szerkezet kialakitdsaban jatszik szerepet - fobtosa intracellularis folyamatokban bet6ltott
szabalyoz6 szerepe. Az O-glikozilacié immunrendszerbetdltott szerepétKként limfocita
sejtekben vizsgaltak mar az 1990-es években. Keéarddart kimutattdk, hogy a T-sejteket
mitogén hatasu konkanavalin A, majd forbol 12-ratds 13-acetat (PMA) / ionomicin
kezelésnek aldvetve a nukleéaris és citoplazmatiRuglikozilaciés fehérjékben gyors és
atmeneti valtozas kovetkezett be bizonyitva azikbgilacié szabalyozo szerepét a T-limfocita
aktivalas korai stadiuméban [110]. Korulbelul egyiZzeddel késbb, James és mtsai a NB-
transzkripcios faktor atmeneti O-glikozilacios méiéséat irtak le [9]. Egy masik fontos
limfocita transzkripcios faktorrél, az NFAT-rél igazolédott, hogy tartalmaz O-glikozilaciés
modositasi helyeket. Ennek a két faktornak az &egllaciés médosuldsa révén valosul meg
T-sejt-receptoron (TCR) keresztll a T-sejt valandmbn belll a T-sejt osztdédast serkent
faktor, interleukin-2 (IL-2) és IL-6 aktivalasa.dgolodott tovabbd, hogy a NFAT és NB-
nukleéris lokalizacidja kulcsfontossagu a B-sejtgta-programozasdban valamint a B-sejt
aktivaciéban is [111]4. abra).
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4. abra. O-glikozilaciés modosulas modellje a limfocita afiths soran. (Modositott 4bra)
(Kép forrasa: Alexander Golks A, Guerini D (20091BO Reports. 9(8): 748-753)

Citokinek altali stimulacié kulonb6z anyagcsere folyamatok valtozasat eredményezve
val6észin leg a HBP-be belépcukor mennyiségét is érinti. Emelkedett UDP-GlcN&ehérjék
O-glikozilaciés mbédosulasahoz vezet, mely a moaéoéts neutrofilek migralé és proliferald
funkcibira van hatassal [112].

A fizikai aktivitAs immunrendszerre gyakorolt hatészéles kdrben tanulméanyozott terilet.
Egyfajta fizikai stresszként olyan immunvalaszakaizhat, amelyek a testedzés természetét
intenzitasatél és tartamatdl fugan lehetnek pozitiv (véd, negativ (patologias) vagy
immunmodulalé hatastak [113,114]. Mérsékelt inte&si testmozgasrol bebizonyosodott,
hogy fokozza az immunrendszer kddését, csokkenti a feldéguti fert zés kialakulasat.
Ezzel szemben a hosszabb ideig végzett méger testmozgas az immunrendszer
m kodésének atmeneti depresszidjahoz vezethet [185, Handzlik és mtsai ugyanakkor
kimutattak, hogy a nagy intenzitdsu testmozgasZottabb gyulladdscstkkenvalaszreakciot
eredményezhet, mely kedvdib hatassal bir a kronikus gyulladassal jaré6 bétgels
megel zésében és kezelésében, példaul sziv- és érrentisregségeknél [117]. A fizikai

aktivitdssal szembeni sejtvalasz a természetegdl(NK-sejt) aktivitads, a neutrofil funkciod és



a limfocita valasz révén figyelhemeg [113]. Niemann és mtsai NK sejtek fokozotitoikikus
aktivitdsat mérték maratoni futoknal mozgasszedémtrolicsoporthoz viszonyitva [118]. A
NK sejtekkel ellentétben, ugy riik, a testmozgas csokkenti a velesziletett immaszer
egyik 0sszete\jiének, a neutrofil sejteknek rkodésétHack és mtsai a neutrofilek fagocitald
tulajdonsagainak csotkkenését mutattdk ki sport@okintenziv edzést kovedn [119].
Bizonyitott, hogy ezeknek a hatékony fagocitdknakelnyomasa dontszerepet jatszik a
légz szervi megbetegedések kialakulasaban. A szerzettimendszer esetében azonban nem
talaltak egyértelm 6sszefliggéseket a kozvetlen testmozgas és a limf@dasz kozott, annak
ellenére, hogy a T-sejtek koddése egy intenziv futds utan tdbb éran keregeffiiiggeszt dik
[120].

Bar jol latszik, hogy szamos tanulmany foglalkozk immunrendszer és O-glikozilacio
valamint az immunrendszer és fizikai aktivitas ksagataval, arra vonatkozé adatok nincsenek,
ahol az immunrendszer, az O-glikozilaci6 és a #rilaktivitas kapcsolatat egységesen

targyalnak.



ll. CELKIT ZESEK

A dolgozat célja az O-glikozilacié akut stresszlendltott szerepének tanulmanyozasa volt
kétféle modellben.

1. Els l|épésben human neuroblasztoma sejtvonalon akesszként hidrogén-peroxidos
kezelést alkalmazva a kovetkéet vizsgaltuk:

Rovid ideig oxidativ stressznek kitett human ndasatdma sejtekben az O-glikozilacio

dinamikajanak kovetése kulonbdegenerécios periédusokban.

O-glikozilacié és tau foszforilacio kozotti kolch@mds vizsgalata akut stresszt
kovet en.

O-glikozilacié folyamatdban szerepet jatsziblf enzimek mRNS expresszios szintjének
meghatarozasa.

2. Masodik Iépésben rovid ideig tarto fizikai akihs és O-glikozilacié hatdsat vizsgaltuk
human vérmintakon. Ennek céljabdl a kovetkEpéseket végeztik:
Testedzés soran szignifikans eltérést mutat6 biekémyagok detektaldsa.

Humén vérmintabdl izolalt fehérvérsejtek O-glikaeibs statuszanak valtozasa akut

testedzést kovetn.

Fehérvérsejt alpopulaciok O-glikozilacios médosaléak detektéldsa.



lIl. ANYAG ES MODSZER

I11.1. SEJTKULTURAK

Kisérleteinket kitapaddé SH-SY5Y (ATCC CRL-2266 humaneuroblasztoma) és
szuszpenzidban lévJurkat (ATCC TIB-152 human T-sejt leukémia sejtskjtvonalakon
(forrds PTE Immunolégiai és BiotechnolOgia Intézedpeztik. A sejtek fenntartasdhoz és
tenyésztéséhez EMEM (Eagle’s Minimal Essential Megi és Ham’s F12 médiumok 1:1
aranyu keverékét hasznaltuk, kiegészitve 10% fsalarvasmarha szérummal (FBS), 1% nem
esszencidlis aminosav keverékkel (NEAA) illetve ip#im (100 U/ml) - sztreptomicin (100
png/ml) oldattal.

A sejteket standard sejttenyésztési korulményekotk6@37°C-on, 5% Cet tartalmazd,
parasitott atmoszféraju termosztatban) tenyésktetdeédiumcsere tortént 2-3 naponta a

megfelel sejtkonfluencia illetve sejt mennyiség eléréséig.

[11.1.1. Hidrogén-peroxidos kezelés

A SH-SY5Y sejteket 80%-0s konfluencia elérésekdiisarlet kezdete et 12-24 éraval, friss
médiumba helyeztik. Célunk volt egy olyan akut atid stresszallapot és azutani regeneracio
szimulalasa, mely soran a sejtek nem szenvedtebttumérték apoptédzist/nekrozist. A
szakirodalomnak megfelen [121] és szadmos ddisérlet alapjan az altalunk hasznalt
sejtvonalon a 0,5 mM #D.-dal 30 percig val6 kezelés bizonyult optimalisnalérve igy egy
~75%-0s viabiliths csokkenést. A sejteket a FBSthkEithat6 antioxidansok okozta gyors(i
lebomlasanak elkerilése végett szérummentes médiurhblyeztik az emlitett kondiciok
kozott. A kezelés lejarta utan a sejteket 1 alkat@inmostuk foszfat pufferelt séoldatban
(PBS), majd komplett médiumba visszahelyezve alrigdtett regeneracids igdontokig
inkubdltuk: 0, 30, 60 percig, és 2, 4, 24, 48, 26raig. A kontroll sejteket hidrogén-peroxidos
kezelés nélkil 30 percen at szérummentes médiurtastottuk, majd 60 percig komplett
médiumba helyeztik vissza. Az inkubaciés periodusphrta utan a sejteket PBS oldatban

mostuk, majd pelletként -76°C-on taroltuk.



[11.1.2 Intracellularis reaktiv oxigén szabadgyok meghatarozas

Intracellularis ROS szintek mérését CM-H2DCFDA (fthe Fisher Scientific) fluoreszcens
festékkel végeztuk, ami egy altalanos oxidativssizendikator. SH-SY5Y sejteket a kisérlet
megkezdése ett 0,25%-0s tripszint, 0,5 mM etiléndiamin-tetratsesat (EDTA) tartalmazé
PBS oldatba vettik fel, majd ehelegitett komplett médiumba mostuk, semlegesitve a
tripszint. Ezutdn a sejteket gyorsan Hanks puffesébldatban (HBSS) mostuk, majd Ujra
felvettiik 1% szarvasmarha szérum albumint, 1,2 m#€ 1 mM Mg*t és 2 mM CM-
H2DCFDA festéket tartalmaz6 HBSS oldatba. A minté@tétben szobamérsékleten 30
percig inkubaltuk, mik6zben minden 10. percben dsah megkevertik a sejtek kitapadasanak
elkeriilése végett. Tovabbi moséasi |épésekkel ditattuk a felesleges fluoreszcens festéket,
majd a sejteket ismét HBSS oldatba szuszpendaRukuoreszcens jelet 25°C-on F4500
fluoreszcens spektrofotométerrélitachi High-Technologiesiletektaltuk 490 nm gerjesztési
€s 525 nm emissziés hullamhosszon. A fluoreszclpy@nalat 1XxPBS illetve 0,5 mM2B»
hozzdadasa dt korulbelul 1 percig rogzitettik. Magéat a fluarzesns jelet kb. 10 percig
monitoroztuk a kontroll mintaban és a hidrogén-pitas kezelést kdveen. A relativ ROS

értéket a fluoreszcencia intenzitas valtozas haséadl (F/FO0) fejeztik ki.

[11.1.3 Jurkat sejtek kezelése

EMEM és Ham’s F12 médiumban tenyésztett Jurkatleejtaz alabbi modon kezeltiik 1 6ran
at: a) edzés eltti és edzés utani human szérumma),5, 10, 20 mM tejsavval (PTE
Gyégyszertér), valamird) 1 uM, és 100 uM epinefrinnel. Citokinek kozul &z 3, 5, 50,

s sz

utan a sejteket PBS oldatos mosast kémpelletként a feldolgozasukig -76°C-on taroltuk.



111.2. KISERLETI EDZES ONKENTESEKKEL

Ehhez a kisérlethez olyan egészséges férfi onledmekeértink fel, akik megfeleltek a
kivalasztasi kritériumainknak, melyet dz tablazat foglal 6ssze és az Onkénteselbld
parameétereit is tartalmazza (pl. életkor, testtgmégésztvevk irdsbeli tajékoztatast kaptak a
kisérlet részleteit, a mintavételrl és a vizsgdlati protokollr6l, majd irdsos belex=apsiket
adtak a kisérleti feltételekhez.

El kisérletként 3 egészséges férfi dnkéntest kértéhl2 fmérféldes tav lefutasara, melyet
megel z6tt illetve kovetett egy-egy vérvétel. A 2 mérféddtavot az dnkéntesek az Egyesilt
Allamok Hadseregének Fizikai Alkalmassagi Tesatginak megfeleén teljesitették [122].
Kbévetkez alkalommal standard reggeli mellett (ami ~600kuak- felelt meg, és 80%
szénhidratot tartalmazott) 6 egészséges férfi dekdnl ismételtettik meg a feladatot. A
kisérletet ebben az esetben két, majdnem azono® résztottuk: 1nyugalmi periédugs 2.
testedzésA két rész kozott 3 hét telt el. Mindkét esetbentakéntesek 12 6ras éhgyomri
vérvételen vettek részt illetve tilos volt barmitymegerltet testmozgés 48 déraval a vérveétel
el tt. A nyugalmi periédusan a standard reggeli elfogyasztasa utan 3 6evéinkéntesek
fizikai aktivitas nélkul egy méasodik vérvételen tedt részt. Atestedzési rében az
onkénteseknek a reggeli elfogyasztdsa utdn 3 oravalérfoldes futdé gyakorlatot kellett

teljesiteniik minél révidebb idalatt, megallas nélkil, melyet egy Ujabb vérvkteletett.

Jellemz k n==6
Kor (éves) 30+£5,2
Testtomeg (kg) 77 £ 8,6
Testtomegindex (kg/& 23,94+ 2,3
Dohényzés 0 (0%)
Akut/kronikus betegség 0 (0%)
Rendszeres gyogyszerszedés 0 (0%)
2 mérfoldes futas (idartam) 940 + 85 s.
Rendszeres testedzés/hét, {gaitam) 119 + 88 min.

1. tAbldzat Az onkéntesekhez tartozblh adatok és a kivalasztas kritériumai.



[11.2.1. Human vérmintak feldolgozasa

Az dnkéntesek vérmintait zart vérvételi rendsZ&ecton Dickinson Vacutainer®) géltartalma
nativ illetve kalium- etiléndiamin-tetraecetsavy@-EDTA) valamint natrium-fluoriddal
(NaF) ellatott vakuum-csovekbe gtottik. A mintdk gyjtése a Pécsi Tudomanyegyetem
Etikai Bizottsaganak jovahagyaséaval, 5¥87 szdmu etikai engedéllygirtént. K-EDTA
alvadasgatolt csovekb veégeztik a vérkép meghatarozéast Cell-Dyn 3700 dteldgiai
automatan (Abbott Diagnostics), valamint a fehé&epek izolalasat. Glikéz és laktat
meghatarozdsara NaF-t tartalmaz6 csdveket hasmkaltegakadalyozva igy a glikolizist.
Géltartalmu nativ csovekb rutin laborvizsgélatokat végeztiink, meghatarodgy az
ionhaztartast, vese és majfunkcidos paramétereketyagasere €s szovetkarosodasi
folyamatokat. A levett vérmintdkat 10 percig cenialtuk szobahmérsékleten 1500 rcf-n,
nativ csdvekbl szérumot illetve NaF-t tartalma csovekiplazmat nyerve. Mind a plazmabadl,
mind a szérumbdl vizsgalt paramétereket Cobas 8006Qular késziléken mértik (Roche
Diagnostics.

Mononukleéris sejtek izolalasara megkozédig 2,5 ml K-EDTA-val antikoagulalt teljes vert
hasznaltunk, amelyet gjés utadn rogtén Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich)dabia
rétegeztink. 1zopiknikus gradiens centrifugalas (@20cig, szobahmérsékleten, 500 rcf-n)
utan a mononukleéris sejteket a plazma és HistapaQu7 hatarfelllett gy jtottuk ossze és

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

[11.3. WESTERN BLOT

Western blot vizsgalatainkhoz &kzelt SH-SY5Y és Jurkat sejteket, valamint izofaltnan
mononukleéris sejteket felolvasztas utan jégeottariddositott RIPA pufferben (10 mM Tris
(pH=7.4), 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM etiléngliktétraecetsav (EGTA), 1% Triton X-
100, 10% glicerol, 0,1% SDS, 0.5% deoxikolat, phatgatld koktél: 1 tabletta/10ml (Roche
Applied Science) tartuk fel. A mintédkat 30 peroalsuibalast koveten 10 percig, 4°C-on 3000
rpm fordulatszadmon centrifugaltuk. A felilisz6 miot koncentracidjanak meghatarozasat a
Bio-RAD DC Protein Assay Kit-jével végeztik. A lizatumokat bameli-pufferrel kiegészitve
(4x torzsoldat: 0,25M Tris-HCI, pH 6,8, 40v/v% gdiin, 27,74 mM SDS, 8v/v% -merkapto-
etanol, 0,01v/v% bromfenolkék) 5 percig forraltiidektroforetikus elvalasztasra 8% SDS-

PAGE gélt hasznaltunk, majd a mintakat polivinihadrid (PVDF) membranra (Millipore)



blottoltuk. A mintdk egyenl mennyiség protein tartalmat SYPRO Ruby Protein Blot Stain
Kit-jével (Bio-Rad) ellenriztiik. A membranokat egy 6ran at blokkoltuk 1%kagzeines PBS
oldatban illetve 5%-o0s zsirmentes tejport tartalraizsel tompitott séoldat + 0,1%-0s Tween
20 keverékében szobahérsékleten, majd ezt kdvein O-glikozilalt fehérjékre specifikus,
CTD110.6 (monoklonalis egér IgM, 1:2000, Sigma-Adtly és RL2 (monoklondlis egér, 1gG,
1:1000, Thermo Fisher Scientific) antitesttel jal&l A tau fehérjék kimutatasara toébbféle tau
elleni antitestet hasznaltunk a gyéartok altal jaltgsrotokoll szerint, melyet 2. tdblazatfoglal
magaba. A mononuklearis sejtek illetve Jurkat kegsetében belskontrollnak 1:1500
higitdsban poliklonalis anti-aktin 1gG (Sigma-Ald) antitestet hasznaltunk. Végul a
membranokat a megfelel tormagyokér peroxidazzal konjugalt masodlagostestekkel
(1:2500) inkubaltuk. Femto kemilumineszcens szub#izi (Thermo Fisher Scientific)
végeztik az ehivast, a jeleket Kodak Image Station 2000R-relekiaftuk. A savok

intenzitasdnak elemzését Kodak 1D és ImageJ elesatdtverrel végeztik.

Tau els dleges antitestek Higitas Gyartok
monoklonalis egér anti-total tay  1:250 Thermo Fisher Scientific
[Ps] foszfospecifikus

. - . _ 1:1000 Thermo Fisher Scientific
poliklonalis nydl anti-tau

[Pg%9] foszfospecifikus _
_ - ) _ 1:1000 | Abcam, Cambridge, MA, USA
poliklondlis nyul anti- tau

_ Dr. P. Davies, Albert Einstein
PHF1 [P$%/40] anti-tau 1:200 College of Medicine, Bronx, NY,
USA

2. tablazat A kisérlet sordn hasznalt tau elleni antitestdlemz i.



l1l.4. SEJTVIABILITAS

SH-SY5Y sejteket a kezelési és a regeneracigsointok lejarta utan 0,25%-0s tripszinnel a
tenyészt flaskakrol enzimatikusan eltavolitottuk. Kétszéghideg PBS-sel mosott, korulbelul
10 sejtet tartalmazé mintakat propidium-jodiddal ésnéxin V-FITC-vel festettik a gyartd
utasitasai szerint (BD Pharmingen). A propidiumigoderjesztette fluoreszcens jelet a FL3
csatornan, 620 nm hulldmhosszon, mig az AnnexinNGhntenzitdsat az FL1 csatornan, 525
nm hulldmhosszon detektéltuk Cytomic FC 500 &rainciémmeéterrel (Beckman Coulter). Az
elpusztult (propidium-jodidra pozitiv és AnnexinRI¥C negativ vagy pozitiv sejtek) illetve
az él sejtek (propidium-jodid és Annexin V-FITC negatkgpuzasanak beallitasa kontroll

mintakon tortént, majd ezeket a hatarokat alkalolamiinden egyes mintanal.

1.5. IMMUNFLUORESZCENCIA

SH-SY5Y sejteket ~80%-0s konfluencia eléréséig lmmezeken tenyésztettiink. Oxidativ
kezelést koveten a sejtet tartalmazo fdémezeket kétszer mostuk jéghideg PBS oldatban,
majd 10%-os formaldehid tartalmd PBS-ben fixaltuk Bercig szobahlmérsékleten.
Formaldehid okozta autofluoreszcencia elkerllésésejteket 50 mM ammaodnium-kloriddal
kezeltik 10 percig. Ezutdn a sejteket 0,1% TritondR0/PBS oldatban 5 percig
permeabilizaltuk. A nem specifikus kdkesi helyeket PBS-ben oldott 5%-0s marha szérum
albuminnal (BSA, Sigma-Aldrich) géatoltuk 5 percig els dleges ellenanyaggal valo jel6lés
CTD110.6 (1:200) 5% BSA/PBS oldatban tortént 3@igeszobahmérsékleten. Haromszori
PBS-sel tortén Oblités utdn a mintakat Alexa Fluor 594 kecske-egér IgM masodlagos
antitesttel (1:200, Thermo Fisher Scientific) j&l&l 30 percig s6tétben. A magvak lathatova
tételére Hoechst festést alkalmaztunk 1:5000 rslgéda 15 percig szobammérsékleten,
sOtétben. PBS oldatban val6 mosés utan aldetkzeket Vectashield fedldattal (Vector
Laboratories) zartuk. A képeket Zeiss Axiovert @all Zeiss Microscopy) inverz fluoreszcens
mikroszkoppal készitettik, a képelemzést CellD §@lys) szoftverrel végeztik. Az atlagos
pixelintenzitast legkevesebb 15 sejtlgy jtott és Hoechst magfestésre normalizalt értékb
szamitottuk ki.



I11.6. VALOS IDEJ POLIMERAZ LANCREAKCIO

Hidrogén-peroxiddal kezelt SH-SY5Y neuroblasztomgtegb | totdl RNS-t izolaltunk
RNeasy Mini Kit (Qiagen) segitségével a gyarto idasit kovetve. Az igy nyert RNS
koncentraciojat és miségét Nanodrop Implen Nanophotométerrel hatérozhdg. A
koncentraciomérést kovetn 1pg mennyiségtotdl RNS-t felhasznélva cDNS-t készitettlink
iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad) felhasznalasba gyarto altal javasolt protokoll szerint.
El retervezett Tag-Man probét alkalmaztunk a human @SI-glutamin-D-fruktdz 6-foszfat
amidotranszferaz (GFAT) mRNS expresszios szintleineghatarozaséara. Referencia génként
human porfobilinogén deamindzt (PBGD) hasznaltuAkprimerek és probafragmensek

megtervezéséhez a ProbeFinder szoftvert haszn@hukv.universalprobelibrary.com A

valés idej polimeraz lancreakcié (RT-PCR) egyes |épés8ittablazatfoglalja 6ssze.

RT-PCR lépései H mérséklet Id tartam
I. El inkubélas 95°C 10 min
Denaturalas 95°C 12s
Il. Amplifikacié  “Anellacio 60°C 30s
(ciklusszam: 45) Elongacio 7250 s
. H tés 40°C 30s

3. tAblazat.RT-PCR lépései.

A mérésket LightCycler Il Thermal Cycler (Roche Aipd Science) készulékkel végeztik.
Minden reakcidelegyhez LightCycler Tagman MastexMadtunk 20ul dssztérfogatban. Az
amplifikacié hatékonysaga mind a cél-, mind a mfiela gének esetében megkozédiy
100%-0s volt A relativ génexpresszi6 meghatarozésah 2DDCt (Livak) moédszert
hasznéltuk. Minden esetben a vizsgalt gén expresszintjét 6sszehasonlitottuk a referencia
gén expresszios szintjével. A PCR reakciok sordzrdt oligonukleotidok szekvenciait és

probait a4. tdblazattartalmazza.



Célgén Forward primer Reverz primer Proba

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

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

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

4. tablazat. A felhasznalt oligonukleotidok szekvenciai.

I11.7. ARAMLASI CITOMETRIA

Kozvetlenul a K-EDTA-val antikoagulalt teljes véy gtése utan, fehérvérsejtek kinyerése
végett a vérmintakat egyiben Lyse/Fix pufferrel (BD Biosciences) lizaltuk #saltuk a
gyarté utasitdsai szerint. A fixalt fehérvérsejteRBS oldatos mosés utan 0,5% Triton-X
100/PBS oldattal 2 percig permeabilizaltuk. Nemc#jeais kot helyek blokkolasara 5%
BSA/PBS oldatot hasznéltunk 2 percig. Az eleges antitesttel val6 inkubéalds RL2 (1:200)
5% BSA/PBS oldatban 37°C-on 30 percig tortént. BB8+t6rtén dblités utan a sejteket 1:200
higitasu fluoreszceinnel konjugélt kecske anti-égér(Thermo Fisher Scientific) masodlagos
antitestet tartalmazé 5% BSA/PBS oldatban inkuls&®tC-on 30 percig. Végil mosas utan,
a sejteket mérés d@t PBS oldatba Ujra szuszpendaltuk. A sejtekeel (FSc) és oldalirdnyud
(SSc) fényszordédasat valamint a fluoreszcens intésiz(FL1-es csatornan, 525 nm-en
detektélva) Cytomics FC 500 aramlési citométetBelckman Coulter) mértik. A kilénbdz
fehérvérsejt alpopulacio régiok és az adatok meségyi meghatarozasa FlowJo szoftver

alkalmazasaval tortént.

111.8. STASZTISZTIKAI ELEMZES

Az abrazolt értékeket az atlag + standard szo6rB3 (tve az atlag + standard hiba (SEM)
formajdban tlntettik fel. A statisztikai elemzésttudgnt-féle T-probaval, az
O0sszehasonlitdsokat kétutas ANOVA-t kdvBobnferronipost-hocteszttel végeztik. Minden

esetben p <0,05 értéket tekintettiik szignifikansnak



IV. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

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

IV.1.1 EREDMENYEK
IV.1.1.1. Oxidativ kezelés hatasa az SH-SY5Y sejtakilitasara

A SH-SY5Y neuroblasztoma sejteket oxidativ streskzrése érdekében @& kezelésnek
vetettik ala. A 30 percig tartd 0,5 mM®b kezelés hatasossdganak mérésére CM-H2DCFDA
ROS specifikus fluoreszcens festéket hasznéltumkinAaz 5. abrén is lathaté peroxidos

kezelést koveten szignifikAnsan emelkedett intracellularis RO8véikst mértink.

5. abra. Intracellularis ROS aktivitas mérédRal oldal: relativ fluoreszcencia (FF
detektalasa id fggvényéberlobb oldal: hidrogén-peroxidos kezelés utani atlagos
fluoreszcencia névekedés. Az adatok harom flggedénlet atlagai + S.E.M. *p<0,05 a
kontrollhoz képest

Akut oxidativ stressz és azt kovetegeneracié szimulalasara a 30 percig 0,5 mD.H
kezelésnek kitett neuroblasztéma sejteket a smeoddsa utdn komplett médiumba helyeztik

vissza regeneracio céljdbd. (abra). Intracellularis ROS szinteket a®b eltavolitasa utan



kildonb6z id pontokban (1-6 6ra) is megmértik, de relevans kidégeket nem taléltunk a
peroxiddal kezelt és kontroll sejtek kozott. Ellenkaz oxidativ stressz okozta karosod&érit

a kezelés utani 24 ora elteltével volt kifejezait €lpusztult sejtek ardnya a kontroll mintdban
lév elpusztult sejtekhez képest 6,3%-rél 22,6%-ra keddtt). Ez az arany 48 illetve 72 6ra

elteltével nem mutatott tovabbi szignifikans emdlst.

6. abra. Akut oxidativ stressz hatdsa a sejtek viabilitAs&t#,-0s kezelés utan az és
elpusztult sejtek szazalékos arAnyanak megallapAamnexin V és propidium-jodidos jeldlést
kovet en aramlasi citométerrel tortént. Az adatok nydiggetlen kisérlet atlagai +S.E.M.
*p<0,05 a kontrollhoz képest.

IV.1.1.2. O-glikozilacié dinamikajanak véltozasa munfluoreszcenciaval akut oxidativ

stresszben

A neuroblasztéma sejtek viabilitdsara kifejtett @ércig tartdé hidrogén-peroxidos kezelés
okozta akut oxidativ stressz hatasat a tovabbiakdoarO-glikozilacié dinamikajaban is
megvizsgaltuk. Ismerve az O-glikozilacio celluléstsesszvalaszban és sejtciklusban betoltott
szerepét, feltételeztik, hogy az O-glikozilacié aimkajdban is észlelink valtozasokat.
Fed lemezen tenyésztett kontroll valamint 0,5 mMGQ#vel 30 percig kezelt SH-SY5Y
sejteket a kulénbdzregeneracios periédusok utdn formalinban rogéiketinajd CTD110.6



(anti-O-glikozilaciés mononklondlis) antitesttelgikik. A masodlagos immunfluoreszcens
jelolés utan a neuroblasztéma sejtek citoplazmijazdn, b séges szemcsés O-glikozilacios
pozitivitast mutatott {. 4bra). Bar oxidativ stressz hatdsara minden sejtberikeatett O-
glikozilaciés szintet talaltunk, a szignifikdns tolasokat a regeneracids periddus
el rehaladaséaval észleltik. A néhanyteliesebben jelodott, kompaktabb, kor alaku sejtek
esetében Hoechst magfestés alapjan felmerUlt dikoisoés az apoptotikus jelleg is. A kés
stressz fazisban észlelt nagy szadmuk miatt apé&ptotielleguk valészirsithet bb volt. A
fluoreszcencia intenzitast minden kisérleti koriigré atlagoltuk és @. abra jobb oldalan
lathat6 oszlopdiagramon 6sszesitettiik. Bar nenttualdjelent s intenzitasbeli kilonbséget a
kontroll és a kllénboz regeneracios igpontban feldolgozott sejtek kozott, szignifikans
valtozast észleltiink a 0 perces illetve a 2 6rgéneraciés idpont kozt.



7. abra. Akut oxidativ stressz hatdsa fehérje O-
glikozilacié id beli dinamikdjara immunfluoreszcens
jeldléssel. Kontroll és a ¥D2 kezelésen atesett
sejteket CTD110.6 antitesttel és Hoechst magfesitékk
jeloltuk. Bal oldal: oxidativ stressz utani regeneracios
id pontokban készult képek abrazolasa (40x
nagyitas).Jobb oldal:immunfluoreszcens képek
mennyiségi elemzése. Az atlagos pixelintenzitas

legkevesebb 15 sejtbgy jtott és Hoechst
magfestésre normalizalt érték, az adatok harom
flggetlen kisérlet atlagai + S.E.M; *p<0,05a 0
perchez képest.



IV.1.1.3. O-glikozilacio és foszforilacié kapcsofatak vizsgalata SH-SY5Y neuroblasztéma

sejteken

Az immunfluoreszcenciaval bemutatott dinamikus @adilacios véltozast a tovabbiakban
Western blottal is igazoltuk, azéltal, hogy a f¢didet CTD110.6 anti-O-glikozilaciés
antitesttel jel6ltik. SzignifikAnsan emelkedett lixagilacios intenzitast talaltunk 2-4 oraval

az oxidativ stresszt kovedn, mely 24-48 ora elteltével kbzel normal szinéwr vissza §A.

abra).

8A. abra. Akut oxidativ stressz utani SH-SY5Y neuroblaszs@jek O-glikozilacios
mintazatanak idbeli valtozasa Western-blottdal oldal: H.O.-vel kezelt neuroblasztoma
sejtek Western-blot analizise SYPRO Ruby Bloteigsgé festés valamint CTD110.6 antitest
alkalmazasa utdnalobb oldal: denzitometrids abrazolasa az O-glikozilaciés niatédak az
Osszfehérje festésre normalizalva. A valtozasokatdrollhoz viszonyitott arany %-aban
fejeztik ki. Az adatok harom flggetlen kisérletgat + S.E.M; *p<0,05 kontrollhoz képest,
#p<0,05 2 6ras regeneracios ponthoz képest.



A 4. tdblazaban feltlntetett tau fehérje elleni antitestekkebgaltuk az eltér regeneracios
periodusokban gytott el zetesen hidrogén-peroxiddal kezelt neuroblasztéejeeks tau
foszforilacidjanak szintjét. Amint@B. Abraeredményei is mutatjak, a foszfospecifikus'fRs

és PHF1 tau fehérje szintek az dssz-tau fehémghez viszonyitva jelensen csdkkentek a 30
percig tartd oxidativ stressz utan. A kezelés u2dny2 6ras regeneracios bntokban ezen
tau fehérjék foszforilacios szintje az O-glikozithal ellentétes dinamikat mutatva, visszatert
az alapszintre. A foszfospecifikus PP% tau fehérjék esetében eredményeink az O-
glikozildciéval megegyez dinamikat mutattak, oxidativ stressz utdn a rowdn beldl
jelentkez foszforilacid emelkedést cstkkenés kisérte a latdsrava regeneracios periodus

alatt.



8B. abra. Tau foszforilacio idbeli valtozasa oxidativ stressz hatas@al oldal: Western-
blot analizis aktin, 6ssz-tau, [F§, [Ps?¢9 és PHF-1 antitest jelolés utan kontroll és
el zetesen 30 percig2d. kezelésnek kitett majd kilonbdegeneracié idpontokban
0sszegyjtott SH-SY5Y sejtekbszarmazo fehérjekivonatokbdbbb oldal: [Pst®9, [Ps?¢7
és PHF1 denzitometrids elemzése 0ssz-tau-ra naahedi. A valtozasokat a kontrollhoz
viszonyitott ardny %-aban fejeztik ki. Az adatalohméfliggetlen kisérlet atlagai + S.E.M;
*p<0,05 kontrollhoz képestp <0,05 2 d6ras regeneracios ponthoz képest.



IV.1.1.4. GFAT és OGT mRNS expresszi6janak valt@zézidativ stressz hatasara

Kisérleteinkben az O-glikozilaciét katalizadlo OGakn valamint a HBP f szabalyozo
enzimének a GFAT-nak az mRNS expresszids szinfanegvizsgaltuk bD.-vel kivaltott
oxidativ stressz utani, kulonb6zregeneraciés periodusban @gtt neuroblasztoma
sejtmintdkban. Eredményeink hasonlé dinamikéat nakahind a GFAT, mind az OGT mRNS
expresszios szintjébef.(@bra). Oxidativ stressz hatdsara a GFAT és OGT mRN8eeszios
szintje a normal expresszio kb. haromszorosarakamett, a 4 6ras regeneraciospgdntnal

tet zve, majd az expressziés szintek fokozatos csoldtemétattak, a regeneracié 72. 6rajaban
megkozelitve a kiindulasi szinteket. Ezaltal megdithattuk, hogy a két enzim expresszios

szintjének véltozdsa az O-gikozilaciéhoz hasonlbédi dinamikat kdvetett.

9. abra. A GFAT és OGT mRNS expressziojanakédi valtozasa oxidativ stressz hatasara.

A GFAT és OGT mRNS expresszi6 szintjének relatekedését a kontrollhoz normalizalva

abrazoltuk. Az adatok harom fuggetlen kisérletgatia: S.E.M; *p<0,05 kontroll sejtekhez
képest.



IV.1.2. MEGBESZELES

Munkam els felében az O-glikozilacié dinamikajat és foszfacibval valé kapcsolatéat

vizsgaltuk akut stressz hatasara neurondlis sejtoan

Az SH-SY5Y neuroblasztoma sejtvonalon a 30 peanigt0,5 mM HO. kezelésnek, mint akut

oxidativ stressznek, illetve az azt koveegeneracionak hataséat vizsgaltuk az O-glikoZlaci
dinamikajaban. Igazoltuk, hogy a fehérjek O-glikaeiés mddosulasa és az O-glikozilacié
folyamatdban kulcsfontossagu enzimek, az OGT #letvVGFAT mMRNS expressziés szintjei
hasonl6 idbeli dinamikat mutatnak8@A. és 9. abra, ugyanis szignifikansan emelkedett O-
glikozilacios és fokozott mMRNS expresszios szintefidltunk 2-4 oraval a stressz uténi
allapotban, melyek korulbelul 24-72 6ra elteltéxedtressz etti normal szintre tértek vissza.

Eredményeink arra engednek kodvetkeztetni, hogy agtikDzilacios modosulas a cellularis

stresszvalasz érzékeny és dinamikus markere.

Szamos kisérletben vizsgaltdk méar az O-glikozildntéacellularis folyamatokban betdltott
szabalyoz6 szerepét, mint a sejtciklusban [123]gestikdban [124], Ca jelatviteli
mechanizmusokban [76] vagy foszforilacibban [12Bjyanakkor az O-glikozilacié cellularis
adaptacioban [70] betoltott szerepe is egy elégniziven tanulményozott terilet. Az elmalt
években fként allati szivizom- és vazizomsejtekben vizsdééta O-glikozilacié modosulaséat
hipoxiaval illetve oxidativ stresszel szemben [73,Bizonyitotta valt, hogy globalis O-
glikozilaciés szint emelkedés kovetkezik be altaldbroviddel a stressz utan, és a
megemelkedett O-glikozilaciés szint képes kivéderstressz karos hatasait [74,94,96,126].
Ragcsaldk szivizomszovetein végzett kisérletekkadntyitottak, hogy a megemelkedett O-
glikozilaciénak egyfajta védszerepe is lehet, javitva a szivizom kontrakshtéés csokkentve
az infarktus mértékét [68]. Szamos elmélet, melYaglikozilacié véd hatdsat magyarazza,
felveti példaul a hsokkfehérjék aktivacio vagy a &gelatvitel médosulas szerepét [97,127],

de az O-glikozilacié sokréttulélési mechanizmusa tovabbra is tisztdzasra var.

A szivizomszovetekkel és vazizomsejtekkel ellerBtbviszonylag kevésbé ismert az O-
glikozilacié mintdzatanak valtozasa az idegsejtekbessz hatdsara. A rendelkezésre allé
irodalmi adatok ellentmondasosak, mig hipotonia8]12agy lipopoliszacharid indukalta
stressz [129] hatasara inkdbb O-glikozilaci6o csokése kovetkezett be, addig a glukéz
nélkilozés szignifikansan noévelte az O-glikozil&ciézinteket [130]. Kisérleteink soran
tapasztalt akut stressz hatasara bekovetk®glikozilacios modosulds a szivizomsejtekben

leirtakhoz hasonléan valtozott SH-SY5Y human nelas#tioma sejtvonalon iS8A. abra),



amit a HBP utvonalat szabalyoz6 enzimek expresmzadj novekedése is kisért, biztositva igy
a sejtek fokozott O-glikozilacios szikségle®tdbra). Eredmeényeink bizonyitjak, hogy az O-
glikozilacio oxidativ stressz hatasara bekovetkemelkedése az idegsejtekben is egy aktivan

szabalyozott folyamat, de ugyanakkor felmertl agli®oezil4cio véd szerepe is.

Jél ismert, hogy az O-glikozilaciés médosulas jelsrpreventiv faktor nem csak az iszkémia-
reperflzidban [74], hanem Alzheimer-kérban is [942. Alzheimer betegség kialakulasaban
szerepet jatszik az O-glikozilacio és foszforila¢idzotti egyensulyi dllapot megbomlasa
[55,88], mely soran tau fehérjék foszforilacidja €sglikozilacidja kozotti dinamikus
egyensulya a foszforilacié javéra tolédik el, hipeeforilalt tau fehérjéket eredményezve,
melyek aggregaldédva neurofibrillaris kotegeket #lladk. Az oxidativ stressznek szintén
foszforilacid kozotti kapcsolatok elég ellentmonaigek. Kimutattak, hogy az oxidativ szerek
egy része képes hiperfoszforilaciot okozni, mig okada tau fehérje de-foszforilaciojat
indukélhatjdk [131]. Bizonyitott4 valt tovabba, lgog tau hiperfoszforilacio kdvetheti vagy
akar meg is ekzheti az oxidativ stresszt [132].

A tau fehérjék O-glikozildciés modosulasat oxidatiresszben kordbban még nem vizsgaltak.
igy kisérleteinkben arra kerestilk a valaszt, hogipszforilacié és O-glikozilacid kozotti
kapcsolat rovid ideig tartd oxidativ stressz hathséiként valtozik. Eredményeink azt
mutattdk, hogy a 30 perces 0,5 mMQZos kezelés kovetkeztében a tau foszforilacidja a
[Pst®9 és PHF1 helyeken az O-glikozilacioval ellentéteseselkedett, csokkenést mutatva
(8B. &bra), ugyanakkor a [P%] hely foszforilaciés mintdzata megegyezett az Regilacié
mintazataval. Az O-glikozilacionak és foszforildoak az ellentétes viselkedésére
magyarazatként szolgalhat, hogy képesek ugyanaedt$ helyekért versengeni, de akar
egymashoz kdzeli modositasi helyeket is képesady@folni ( proximal site effect) [63]. Az
oxidativ stressz utani fokozott foszforilacié a s helyen (akar mas helyeken is) az
emelkedett O-glikozilaciés szintek ellenére felyetiogy az O-glikozilaci6 akar mas
korilmények kozott is hozzajarulhat a foszforilaotivekedéséhez.

Habéar a HO: altal kivaltott oxidativ stressznek kitett SH-SY5¥uroblasztémaval végzett
kisérletekbl 6sszegyjtott O-glikozilacidés adatok 6sszhangban vannakigizomsejtekben
talalt adatokkal és bizonyitjak az O-glikozilaci& éau foszforilacido kozoétti kolcsdnos
kapcsolatot, kérdés, hogy ezeknek a hatdsoknakemilzerepiuk van akut és kronikus
koralményekben. Azheimer kérban ugyanis az oxidatiessz ellenére az O-glikozilacio

dinamikaja, agy tnik, megfordul.



Bizonyitott, hogy az O-glikozilaci6 és a sejt szénfit anyagcseréje szorosan 6sszefiigg,
azonban a cukorbetegség és az Alzheimer kér kamatekularis mechanizmusok illetve az
O-glikozilaci6 szerepe ezekben a folyamatokban libvé is kérdéses. Ismert, hogy az
Alzheimer kor kialakuldsdban a cukorbetegség éslimezisztencia is rizikéfaktorként
szerepelhet [133], nOvelve a ROS képasét. Az O-glikozilacié szerepének tisztazasalemek
a folyamatokban, illetve hogy ezek a folyamatok yaog kapcsoldédnak a tau foszforilacié
szabalyozasédhoz, tovabbi kutatdsok targyat képdizidazonaltal, arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy az O-glikozilaciés médosulas a fiaszforilacid parhuzamos tanulmanyozasa
oxidativ stressznek kitett idegsejteken, hozzdjatulaz Alzheimer koér patofizoldgiajanak

pontosabb megértéséhez.

Dolgozatomnak ebben a részében sikertlt bizonyiteogy 30 percig tarté 0,5 mM2B»-0s

kezelés indukalta oxidativ stressz egy gyors églelees O-glikozilaciés emelkedést okoz SH-
SY5Y neuroblasztoma sejtekben. Kimutattuk, hoggleéfjék O-glikozilacios mddosulasanak
dinamikus valtozasaval ellentétes médon viselkediau foszforilacié a [P¥] illetve PHF-1

helyeken az oxidativ stresszt koveegeneracios periédusokban. Osszegezve, Ugy vatjik
O-glikozil4cids szabélyozas egy fontos mechanizemagessz adaptacioban és feltételezhet
hogy a fehérjék O-glikozilacios modosuldsa részeabgan komplex rendszernek, amely nem

csak az akut hatasokat, hanem a kronikus pataiZi@ju eseményeket is befolyasolhatja.



IV.2. O-GLIKOZILACIO MODOSULASA HUMAN
FEHERVERSEJTEKBEN AKUT TESTEDZEST KOVET EN

IV.2.1. EREDMENYEK
IV.2.1.1. Testedzés hatdsa a humén vérmintakbol nkénikai paraméterekre

Onkéntesek vérmintaibol szamos biokémiai paraméieslizaltunk, ionokat, anyagcsere
paramétereket, intracellularis és gyulladasos nmekiet, valamint sejtes elemeket, amelyeket
az 5. tablazat foglal 6ssze. A kora reggeli, éhgyomri vérvételinthkbdl mért dsszes
paramétert normal tartomanyon belll talaltuk. A galmi periddus, és a testedzeésttel
mintakbdl mért paraméterek Osszehasonlitva szigmf kulonbséget nem talaltunk. A
nyugalmi periédus két vérvételdbmért egyes paraméterek (inzulin, triglicerid, wathin és
kreatinin) tekintetében, fizikai aktivitds hianyabis jelents véltozdsokat taldltunk. Ezek a
valtozasok, bar statisztikailag szignifikansak akjtbetudhatok a napi ingadozasnak (albumin,
kreatinin) illetve a standardizalt reggeli metakadi, posztprandialis hatdsédnak. Akut testedzést
kdvet en a két vérvételth mért értékek kdzott szamos szignifikdnsan emeditegoaramétert
talaltunk: emelkedett a foszfat, laktat, kreatinmktat-dehidrogenaz (LDH), albumin szint
illetve fehérvérsejtszam, limfocita és trombocitarz A napi ingadozasok illetve a
posztprandialis hatasok kizarasa érdekében a nhpkbxaltozasokat dsszehasonlitottuk a
nyugalmi peribdusban és a testedzési részben tatiagzapkdzbeni valtozasokkal.
Megéallapitottuk, hogy a nyugalmi periodushoz visdbra testedzés kovetkeztében
szignifikans valtozasok kovetkeztek bglakdz(atlagos napi valtozas: 27,2% vs.-7,90aitat
(51,5% vs 5%),kreatinin (32% vs -9,6)foszfat (37,5% vs. -6,3%) szintekben, illetve a
fehérvérsejtszan27,6% vs 1,3%), Eimfocita (44,5% vs. -4,4%) éstaombocita(17, 3% vs
7,1%) értékekben.



Nyugalmi periédus Testedzés Mérték-
El tte Utana El tte Utana egység
Natrium 140,7 £ 1,1 140,2+ 1,1 1414+ 1,2 1420+ 1,3 mM/I
Kéalium 4,3+0,3 4,6+0,2 4,3+0,2 4,2+0,2 mM/I
Klorid 97,8+1,6 98,2+1,3 101,6 £+ 2,8 99,8+ 2,7 mM/I
Foszfat 1,2+0,1 1,2+0,1 1,1+£0,2 15+03*#F | mM/l
Inzulin 40,0 + 8,0 59,5+9,3* 54,0 £ 29,6 51,9 + 38,9 muU/I
Laktat 1,4+0,5 1,4+04 1,3+0,4 6,9+17*#% | mM/l
Glikoz 52+0,3 4,8+0,7 51+0,4 6,4+1,6 mM/I
Bilirubin 13,7+6,7 135+7,2 148+7,8 13,7+7,8 uM/
Karbamid 56+1,6 52+1,4 54+1,3 52+1,1 mM/I
Kreatinin 86,5+ 9,6 78,2+9,3* 775+£6,3 [1022+£7,0*#% uM/l
Hugysav 319,7 +53,5| 302,7+59,6 | 314,2+40,8| 355,0%+47,4 | uM/
Koleszterin 4,7 +0,7 49+0,7 4,7+ 0,7 4,8+0,7 mM/I
Triglicerid 1,2+04 19+04* 1,3+0,3 1,5+0,5 mM/I
LDH 318,0+ 32,9| 336,5+56,9| 318,5+26,2 | 380,5+33,2*F Ul
Alkalikus foszfatad 63,2 + 10,6 67,0 11,7 74,1+ 15,4 77,0 13,0 u/i
Kreatin-kinaz 179,3+81,0| 183,8+75,1| 196,5+ 82,3 229,8 £ 90,6 U/l
Osszfehérje 740+22 76,3+ 2,6 75,7 + 4,0 78,0+ 27 g/l
Albumin 48,8 £ 2,0 51,0+19* 49,4 +29 51,9+23*% g/l
C reaktiv protein| 0,7 £0,3 0,7+0,3 0,5+0,2 0,6 £0,3 mg/l
Fehérvérsejtszanl 6,3+0,8 6,4+1,1 6,6+1,0 84+1A4*#1% G/l
Neutrofil 3,0+0,7 3,3+£1,0 3,2+0,8 3,9+0,9 Gl
Limfocita 2,3+0,3 2,2+0,3 25+0,3 3,6+0,7*# Gl
Monocita 0,4+0,1 0,4+0,0 0,4+0,1 05+0,1 Gl
Eozinofil 0,3+0,3 0,2+0,3 0,3+0,3 0,2+0,3 Gl
Bazofil <0,1+0,0 <0,1+0,0 <0,1+£0,0 <0,1+£0,0 Gl
Vorosveértest 54+0,2 5,4+0,2 5,2+0,3 5,3+0,3 T/
Hemoglobin 154,3+7,4 | 155,54+ 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

5. tAblazat Biokémiai és vérkép paraméterek nkéntesek nyugahiddus és testedzés i
€s utani vérvételeilh. Az adatok atlagai + SD (n=6¥,p<0,05 nyugalmi periddus etihez
képest?p<0,05 nyugalmi periddus utanihoz képegi<0,05 testedzés dtihez képest.
Kétutas ismétld ANOVA-t hasznaltunk a valtozasok értékeléséhgarraizamos

0sszehasonlitasokat Bonferroni korrekcidjaval végez




10. abra Onkéntesek vérmintainak és vérsejt paramétereitiafgas valtozasa nyugalmi
periodusban, testmozgas ttlilletve testmozgast koven.A. abra: A metabolizmusra és a
prekondicionalds mértékére vonatkoztatott széruwskdmiai paraméterek atlagos napi

ingadozasai nyugalomban (nyitott oszlopok) illeivtestedzést kovetn (fekete oszlopold.
abra: A vérkép paraméterek napkdzbeni ingadozasainakaithyugalmi periodusban vett
mintakban (nyitott oszlopok) vagy a testmozgés (fedwete oszlopok). A nyugalmi periédus
vagy a testedzés utani relativ valtozasokat a rredgfeel tte” ertékek szazalékaban fejeztik
ki. Az adatok atlag + SD, *p<0,05 a nyugalmi penidthoz képest.



IV.2.1.2. Izolalt mononukleéris sejtek O-glikozil&ks mintazata testedzés utan

Az el kisérlet valamint a standardizalt kdrilmények onéseinek K-EDTA-val antikoagulalt
vérmintaibdél Histopaque-1077 oldattal mononukleésmjteket izolaltunk. Western blot
maddszerrel a mintdkbdl az O-glikozilalt fehérjék nmgiségét és mintazatat vizsgéltuk
CTD110.6 és RL2 anti-O-glikozilacios antitestek itsgpgével aktinra normalizalva. Az
el kisérlet onkénteseinél 75 kD magassagbanfiéiérjek esetében O-glikozilcié emelkedés

figyelhet meg a testedzés utani mintakbah.(&bra).

11. abra.El kisérletben résztvednkéntesek testedzeéstglés utani izolalt
fehérvérsejtjeinek CTD110.6 antitesttel jel6lt Gkgrilacids mintdzata. 75 kD magassagaban
emelkedett fehérje O-glikozilacids valtozas latHatdlak).

A standardizalt korilmények kozott végzett testedagsztvevinél varakozasoknak
megfelel en nem talaltunk szignifikans eltérést a nyugalemig@usokban. Amint az 2.
abran is lathaté a 2 mérfoldes futast kover (85 + 51% -os emelkedést mutatott, p<0,05)
szignifikans O-glikozilacios ndvekedést talalturkkemlzés eltt gy jtétt mintakhoz képest (16

+ 9% -0s novekedés).



12. abra. Standardizalt korilmények dnkénteseinek izolakdeitaiban vizsgalt O-
glikozilacié emelkedés testedzés hatdsBed.oldalon: Western blot analizis RL2 anti-O-
glikozilacios és anti-aktin jeldléseket kovat nyugalmi periodusban illetve testedzésnek
kitett izolalt fehérvérsejtek fehérjekivonataibfitbb oldalon:RL2-festés denzitometrias

analizise. Minden adatponton hat killonb&gyén mintajanak atlaga lathaté. A nyitott
oszlopok az ,eltt mintak atlag + SD értékét, mig a fekete oszlgmkutan” mintak atlag +
SD értékét jelzik. *p<0,05 a testmozgéstidhez keépest.

IV.2.1.3. O-glikozilacié vizsgalata Jurkat sejtekib&ililonbdz kezeléseket kbvetn

Jurkat sejteket az edisérletben résztvevonkéntesek testedzés il és utani 6sszegytott
human szérumaval, kilonbdkoncentracioju tejsavval és epinefrinnel inkubié&liu6ran at
illetve IL-6-al 1 és 6 6ran keresztll. A kezelttskpen feltaras utan western blot modszerrel a
fehérjék O-glikozilaltsagat CTD110.6 antitesttetsgaltuk. Bels kontrollként poliklonalis

anti-aktin antitestet hasznaltunk. Bar szignifikéftérést egyik esetben sem talaltunk, diszkrét



O-glikozilacié emelkedés volt megfigyelhed human testedzés utani szérumok alkalmazasa
esetén13. 4bra).

13. bra.Testedzés diti €s utani human szérummal kezelt Jurkat sejtghikdzilacios
valtozasanak detektalasa CTD110.6 antitesttel. Kbigz20-glikozilaciés emelkedés lathato a
testedzés utani human szérummal kezelt mintaklydak)

IV.2.1.4. O-glikozilacié médosulasanak vizsgalatahBrvérsejt alpopulaciokban aramlasi

citométerrel

Fehérvérsejt alpopulaciok O-glikozildltsdgdnak nllegéitasa céljdbdl standardizalt
kordlmények oOnkénteseinek testedzésttielilletve utani izolalt és fixalt fehérvérsejtiei
fluoreszcens RL2 anti-O-glikozilaciés antitestieibjtiik és aramlasi citométerrel vizsgaltuk.
Negativ kontrollként ugyanezen mintakat az élsges antitest kihagyasaval is megjeloltik.
Amint az14A. abranis lathat6 a FSc illetve SSc fényszoéras segitsdgesejteket méretik és
szemcsézettséguk alapjan harom kulénkm&oportba sorolhatjulgranulocitdkat limfocitakat
ésmonocitakakllonitve el. gy a 3 sejtpopuléacidban az O-glikozilaciés szintdkadn-kilon

is tudtuk elemezni a FL1 fluoreszcens csatornatssggvel 14B. abra). A granulocita

sejtcsoportokon hasonlé O-glikozilacios szintekértimk testedzés dt illetve utan (relativ



fluoreszcencia: 1,0 £ 0,1 vs 1,1 + 0,16,), migrddcitak (relativ fluoreszcencia: 3,1 + 0,26 vs
3,8 + 0,34, p <0,05) és monocitak (relativ fluocesia: 4,2 + 0,25 vs 5,3 + 0,48, p <0,05)
esetében szignifikans jobbra tolédast detektaltuektedzés utan. Munkankban talalt
egyértelm limfocitaszam emelkedés a testedzés utan (2,330)s 3,2+0,8 G/I, p<0,05) tobb

O-glikozilalodott sejtet tartalmazo limfocita csopgelenlétére utalt a vérkeringésben. Ezt a
feltevest igazolta a FL1 csatornaval kapott hisgown a limfocitdk Gauss gorbe szerinti

eloszlasa is mind testedzéstelmind pedig testedzés utadC abra).

14. abra Aramlasi citométerrel detektalt O-glikozilacio \@ttis a fehérvérsejt
alpopulaciokban testedzés utd#n.abra. A FSc (x tengely) valamint a SSc (y tengely)
fuggvény alapjan granulociték, limfocitdk és mom@kcibesorolasaB. abra. Az O-glikozilalt
sejtek relativ FL1 fluoreszcens szintjei. A nyitsizlop a testmozgés #l, mig a fekete
oszlop a testmozgas utani allapotot mutatja. Adkilasi értékhez az edzéstebsszegyjtott
granulociték atlagos fluoreszcencia szintjét valagmk ki negativ kontrollok hattérként valo
kivonasa utén. Az adatok az atlaga + SD, *p<0,08ddzés ettihez képesC. dbra.A
fehérvérsejtek 3 alpopulacidjdnak O-glikozilaciéstésének dbrdzolasa egyenként kilon-
kulon hisztogramon. A testedzéstelsejtek eloszlasat sétét hisztogramok, a tegtediani
eloszlast vildgos hisztogramok abrazoljak.



IV.2.2. MEGBESZELES

Dolgozatom masodik felében vizsgélatunk célja eglyszeri fizikai aktivitds akut hatdsainak
tanulményozasa az O-glikozil4cio és izolalt hungdrkocitak kapcsolatdban. A fizikai aktivitas
egy 2 mérfoldes futé gyakorlatot jelentett, olydntartam alatt, mely soran a testedzés nem
haladta meg a résztvev adaptacios kapacitasat. A hormonalis variabilit@garé hatasainak
csokkentése érdekében a kisérletbe kizardlag dékénteseket valogattunk be. A nyugalmi
periddusban valamint testedzésteés utan gyjtott vérmintdkbdl a prekondicionélas mértékét
igazol6 markereket, ionokat, metabolikus és gydltad markereket meértink. Az O-
glikozilacids szintek valtozasanak detektalasalebivérsejteket izolaltunk.
Prekondiciondlasra érzékeny biokémiai markerekafmekinaz, LDH) szintje testedzés utan
nem mutatott szignifikans emelkedést. Az IL-6 sdintis - amelyekd ismert, hogy a
testmozgassal aranyosan emelkednek- referenaiamtantyon belll maradtak. Az edzés utani
laktatszintelalapjan feltételezhetvolt, hogy a fizikai terhelés megkdzeldég megfelelt azon
allapotnak, ahol az aerob-anaerob atalakulas ikréd mM laktat) [134].

Izolalt fehérvérsejtekben az O-glikozilacios vééisakat detektaltuk testmozgéstebs utan
O0sszehasonlitva a nyugalmi peridédussal. Vizsgalktasoran jelents O-glikozilacid
emelkedést észleltiink a testmozgas utani mintakbtestedzés eftinez képest. Aramlasi
citometria segitségével igazoltuk, hogy az elkithifehérvérsejt alpopuléaciokban az O-
glikozilaciés szintek novekedéséért elsrban a limfocitak, kisebb mértékben a monocitak
voltak felel sek, mig a neutrofil granulocitdk O-glikozilacidairgje viszonylag véltozatlan

maradt.

Mint tudjuk, az O-glikozilacié egy védintracellularis mechanizmus tébb kiulénb&ipusu
stresszorral szemben, mint a hipoxia, oxidativsstehsokk és ozmotikus kihivasok [70],
illetve prekondicionalasi folyamatokban is részsaeA stressz indukélta O-glikozilacio
szamos kovetkezménnyel jarhat, befolydsolhatja anstkripciét, ndvelve a HSP-k
expressziojat, foszforilacios jelatvitelt vagy adegék lebomlaséat [63,135], ugyanakkor képes
a stressz okozta intracellularis szabad kalciumt sznelkedésének karos hatasait is kivédeni
[136]. Szamos kutatécsoporthoz hasonléan [103,BB],lakut oxidativ stressz hatasat
vizsgalva korabbi kutatdsainkban mi is azt tallhdgy az O-glikozilacié képes perceken bellll
megemelkedni [137], javitva a sejtek tulélését. imm a legtdbb ilyen irAnyu kutatasként
allati szivizomon végezték. A human vérmintdbélatommunsejtek, az O-glikozilacié és a

fizikai aktivitds egylttes kapcsolatat ez idaig neirsgaltdk. Bar kordbban mér végeztek



kisérleteket egészséges férfiak teljes vérmintddmlO-glikozilacio és az aerob kapacitas
(VOa2csucy kozotti kapcsolat tanulméanyozdsa végett, azonbaeket a mintakat csak

nyugalomban lévegyénektl gy jtve, nem talaltak szignifikans 6sszefliggést [138].

Irodalmi adatokbdl ismert, hogy az immunrendszemnesak fizikai aktivitds altal
befolyasolhatd, hanem része a szisztéméas adapaicé&negyben valaszreakcio is a fizikai
kihivAsokra [139]. Edzés sordn korulhatarolt gyldisos valasz alakulhat ki az izmok
mikrokarosodasa, csokkent véraramlas kovetkeztébdvakteridlis transzlokacio vagy a
kozvetlen oxidativ stressz hatasa réven [140, 14lanakkor az aktivalt leukocitak és a fellép
gyulladasos valasz eegitheti a gydgyulast és regeneraciot [141,142].

A fizikai aktivitas egyik korai kdvetkezménye a &hérsejtek demarginaciéja és a leukocitdzis
[143,144]. Ennek fényében az 6nkéntesek vérmintdipasztalt fizikai aktivitas utani kering
leukocitak szamanak szignifikans ndvekedése vartiadmeény volt és jol korrelalt a korabbi
kutatasokban leirtakkal [144,145]. Eredményeinkjol latszik, hogy a testedzés kihat az
immunrendszer nkddésére, azonban a folyamat hatterében zajlé midlegk mechanizmusok
nem teljesen tisztazottak. Szamos tényeefolydsolhatja a testedzés immunmodulalé hatasat,
mint a testedzés hossza, intenzitasa, aerob vagramjellege és a korabbi edzettségi allapot
[146,147]. Bizonyitott, hogy a megdtet gyakorlatok végzése, amit a test ugyan meg
nehezen, de képes toleralni, immunszuppressziGuetivet, mig a mérsékelt testedzénhs

az immunrendszer szamara és csokkentheti azéexek elfordulasat [139,148]. A kulénbség

a testedzés pro- és anti-inflammatorikus hatasabdtkhem egyértelm egyfajta dinamikus

egyensulyként foghato fel, amely szamos jelatvitdliamat kovetkezménye [146].

Tudva, hogy az O-glikozilacios modosulas a strefssz rendszer része, kisérleteinkben
f ként arra kerestik a valaszt, hogy az O-glikozildwmgyan befolydsolja az immunvalaszt a
testedzés soran. lgazolt, hogy az O-glikozilacidllggasos valaszokban is részt vehet [149—
153], de pontos szerepe és funkcidja a gyulladésigamatok szabalyozasban még nem
tisztdzott [127,154]. Az O-glikozilacié az immuntedy aktivalédasanak szamos jelatviteli
elemét modulalhatja; példaul. a NB- nuklearis transzlokaciojat, amely kulcsfontossagu
transzkripcios szabdalyoz6 faktor az immunvalaszoklaglikozilacios médosulési helyeket
tartalmazva, az O-glikozilacié képes ezaltal aktivfl50,155,156], de ugyanakkor gatolni is
[151,152,157]. Ennek az ellentmondasos eredménymiek feltehetleg a NF-B O-
glikozilacios és foszforilacios helyei kdzotti kohlap kdlcsdnhatés. A sejttipustol, a stressz
id tartamatdl, jellegét és intenzitdsatol fuggn kulonb6z poszt-transzlaciés mintdzatok



alakulhatnak ki a NFB-ben, és ennek kovetkeztében kulénbéeredményeket is
produkélhatnak.

Annak ellenére, hogy az O-glikozilaciés moédosul&smazerepe az immunsejtekben még nem
teliesen tisztazott, az eddigi adatok azt mutatjhkgy az O-glikozilacio emelkedése
fehérvérsejtekben egy gyors és mérheélaszfolyamat [111,158]. Munkankban sikerult
igazolni, hogy a fehérvérsejtek O-glikozilaciosns akut stressz, azaz testedzés hatasara
emelkedik. Kisérleteink sordn hasznalt médszetekwestern blot, aralmasi citometria)
korabbi tanulmanyokban mar igazoltak, hogy alkakkaa fehérvérsejtek O-glikozilacios
szintjeinek mérésére és értékelésére [159-161]. Whgtern blot technikval csupan a
fehérvérsejtek altalanos O-glikozilaltsagi mintératetektaltuk, addig az aramlasi citometria
lehet vé tette a leukocita alpopulaciok elkulonitéséDéglikozilaltsagi allapotuk kilén-kulon
meghatarozasat. Ez utébbi mddszer hatrdnya, hogyaaulocita, monocita és neutrofil
populaciok elkilonités FSc és SSc szorddas alapjdénik. Eredményeinket a jolken O-
glikozilacios fehérjék és olyan specifikus leukaciejtfelszini markerek egyidejeldlésével
szeretnénk megesiteni, mint CD45, CD3, CD19, CD4, CD8, esetleg 6D5

Mivel az O-glikozilacio, nem csak a cellularis ssevalaszban jatszik szerepet, hanem UDP-
GIcNAc szubsztrat révén direkt kapcsolatban alletaiolizmussal is, ezért a metabolizmust
érint valtozasok (akér stressz, akar prekondicionélégydtitésében logikus vélasztasnak
t nik. Tovabbi kérdéskeént felmerilt, hogy a testmaezg@ran bekovetkezaltozasok (hipoxia,
emelkedett gliikoz szint, aciddzis, miokinek, ILk®gil, melyek okozhatjdk az O-glikozilacio
emelkedést. Az O-glikozilacio emelkedés kozvetlitivatora kisérleti beallitasainkbdl sem
derdlt ki. El zetesen kulon vizsgalva Jurkat sejtekben az egyapéinensek (tejsav, epinefrin,
IL-6) O-glikozilacidra kifejtett hatasat, szignifiks eltéréseket egyiknél sem észleltiink. Ezek
alapjan arra a kovetkeztésre jutottunk, hogy tobkdi és biokémiai tényezegytttes hatdsa
szikséges az O-glikozilacié jelest emelkedéséhez. Agonistak, mint az epinefrin és az
angiotenzin Il [136] és/vagy az oxidativ stress37[Lnagy valdszinséggel felelsek a
tanulmanyunkban megfigyelt O-glikozilacié emelketi&s, de eddig nem all rendelkezésre
olyan leukocitdkon vagy leukocita eredetejteken végzett kisérleti bizonyiték, mely ezt
meger sithetné.

Bizonyitott, hogy mérsékelt intenzitasu edzés alatvér glikdz szintje viszonylag stabil
maradhat, mig az izmok glukéz felvétele a testmezgphan megnodvekedhet, ezt a folyamatot
a maj fokozott glik6z termelése egyenliti ki [16&].vércukorszint ingadozasa elfogadhat6

magyarazat lehetne az O-glikozilaciés szintekbert médtozasokra. Ismert ugyanis, hogy a



hipoglikémia paradox modon ndvelheti az O-glikozifd [163], azonban kisérletiinkben a
futast kdveten mért plazma glikoz értékek - a nagy egyéni ralok ellenére is - csak kissé
novekedtek. A legtébb tanulméany azonban a hipegglila hatasat sokkal magasabb glik6z
koncentracional (25-30 mM) vizsgalta. Kutatasi emédyek igazoljak tovabba, hogy

mérsékelten emelkedett gliikdz szint (~1 mM emelkgde O-glikozilacio szintjét csak hosszu

tava korulmények (pre-diabétesz) kdzott ndvelted[164].

Osszefoglalva, munkankban sikerult kimutatni, hegyszeri testmozgast koven emelkedik

a fehérjék O-glikozilacids szintje fehérvérsejtakli® Azt is igazoltuk, hogy a valtozas nagy
része a limfocitdkat érinti, mig a granulocitakzesylag valtozatlanok maradtak. Béar a
leukocitdkban az O-glikozilaci6 komplex folyamatknenegértése tovabbi vizsgalatokat
igényel, eredményeink segithetnek az O-glikozilasti@ssz adaptaciés mechanizmusokban
betdltott szerepének tisztazasaban. A mechanizemsretétl fiiggetlenl az O-glikozilacié
mérése human mintakban hasznos kieg§ezithet a laboratériumi diagnosztikanak; példaul
alkalmas lehet sportoldk fizikai allapotfelméréséagy metabolikus szindromas betegek

Sz résére.



V. UJ EREDMENYEK TETELES OSSZEFOGLALASA

Kutatbmunkdm soran az O-glikozilacié és akut strésgpcsolatat vizsgaltuk sejtkultirakban

illetve izolalt human leukocitakban.

Huméan neuroblasztéma sejtvonalon 30 percig hatéodé&h-peroxidos kezelést kdveh a

kovetkez ket talaltuk:

A fehérjék O-glikozilaciés szintie a kezelést kove?-4 draban szignifikansan
emelkedett a kontrollhoz képest, majd a regenesgoediddus végén kdzel a kiindulasi

szintre tért vissza.

Az O-glikozilacio és foszforilacio kozotti kolcsoatast tau ellenes antitestekkel
vizsgaltuk. A foszfospecifikus [P¥] és PHF-1 tau fehérjék foszforilaciés szintje az O
glikozilaciéval ellentétes irany( dinamikat mutatonig [P4%9 tau fehérjék szintje az
O-glikozilaciéval parhuzamosan emelkedett, majd724éra elteltével az kiindulasi
szintre csokkent.

Az O-glikozilacié szabélyozasaban résztvenzimek kozul a GFAT és OGT mRNS
expresszids szintjét vizsgalva az O-glikozilacidhmasonld emelkedést talaltunk

stressz utani regeneracios periodus 2-4 orajaban.

Rovid ideig tarto fizikai aktivitas és O-glikoziléckozo6tti kapcsolatot tanulmanyozva human

vérmintakon az alabbi eredményekre jutottunk:

Testedzést kdveen mért biokémiai paraméterek kozil szignifikandtozésokat
talaltunk a nyugalmi periddushoz viszonyitva a Qlik laktat, foszfat, kreatinin
szintekben.

Izolalt huméan fehérvérsejtekben szignifikdnsan &edgtt O-glikozilaciés szinteket
detektaltunk a testedzést kovet.

Fehérvérsejtek harom alpopulaciojanak O-glikozkdi allapotat kulon-kilon
vizsgalva szignifikAnsan emelkedett O-glikozilaci@altunk a monocitakban és
limfocitdkban testedzést kbven.
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Abstract

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

KeywordsO-GIcNA¢ oxidative stres$ stress responsé Alzheimer's diseade tau phosphorylation

Introduction

Cells maintain their intracellular milieu within a quite narrow rangell death [1, 3, 4]. Not surprisingly, dysfunctions of the adaptive
This is a dynamic equilibrium which stabilizes the cells' internal enviechanisms play an important role in many diseases such as ischae-
ronment in response to the alterations of external conditions. Cetiga, diabetes, atherosclerosis, neurodegenerative disorders and
exposed to any damage react with a complex mechanism callechours.

stress response which varies by the actual tolerance level of the giverStress response induces and regulates a variety of intracellular
cell type and the duration and severity of the stress [1]. When thdaptive mechanisms ranging from receptor binding, signal transduc-
impairment of the cells does not cause immediate cell death (nection, gene transcription to protein synthesis [5]. These mechanisms
sis), the cells may recover and adapt to the changed environment @jntribute to the survivability of the cells by controlling cell cycle,
When complete adaptation is not possible, stress response wdpairing/stabilizing functional proteins, removing of damaged mole-
include hypertrophy, hyperplasia, atrophy and metaplasia or actigales, mobilizing stored resources and modifying metabolic pathways
tion of death signalling pathways: apoptosis, necrosis or autophd8y6, 7]. Cellular proteins are regulated in these processes at multiple

levels; altered protein degradatiang( activation of caspases) or

- synthesis (transcriptional changes, unfolded protein response) and
*Correspondence to: Tés NAGY functional changes §0]. Post-translational modi®cations such as
E-mail: nagy.tamas@pte.hu phosphorylation, glycosylation and acetylation also play a critical role
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in these processes, as they can reversibly or irreversibly modify ¥estern blot ana|ysi5
structure, the stability and the function of proteins [11].

Recently, several studies indicated the involvement of a spegigl treated cells were washed twice in ice-cold PBS buffer and har-
post-translational modi®cation in stress response: O-libkle vested in RIPA buffer [10 mM Tris pH 7.2, 100 mM NaCl, 1 mM
acetylglucosamine or O-GIcNAc modi®cation [12, 13]. Upethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 1 mM ethylene glycol-bis
O-GIcNAc modi®cation, a sinecetylglucosamine is attached to(2-aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraacetic acid (EGTA), 0.1% SDS, 1%
the hydroxyl group of serine or threonine moieties of cytosolic aféton-X 100, 0.5% deoxycholate, 10% glycerol, protease inhibitor cock-
nuclear proteins [14]. This modi®cation is a dynamic and reversilis 1 tablev10 ml (Roche Applied Science, Penzberg, Germany)], kept
process and was shown to impact so far more than 1000 cytopld ice for 30 min. and centrifuged for 10 min. &C4at 14,008 g.
mic, nuclear and mitochondrial proteins such ad KFPI3-kinase, From the supernatant the total protein concentration was determined

. L . ing Bio-RadDc Assay Kit. Proteins were separated on 7.5% SDS-
endothghal nitric oxide synthase, O'_G|CNAC transferase (O GE and transferred onto polyvinylidene di"uoride membranes (Milli-
a-tubulin, c-myc and heat shock protein 70 [15, 16].

It plays ﬁore, Billerica, MA, USA). The same amount of protein of each sample
critical role in the regulation of signal transduction, transcriptionghs con®@rmed by SYPRO Ruby Protein Blot Stain (Bio-Rad, Hercules,
activity, cell-cycle regulation, protein degradation and glucos@, USA) on the membranes. Blots were probed with the anti-O-GIcNAc
metabolism [15]. Previous studies have shown that increasadtibody CTD110.6 (monoclonal mouse IgM, 1:2000; Sigma-Aldrich, St.
O-GIcNAc has a protective role in acute stress, best characterizedis, MO, USA) in 1% casein blocking buffer and followed with HRP
in cardiac cells [17]. Recent ®ndings suggest that O-GIcNAc is #l8bjugated goat antimouse IgM (1:5000; Thermo Fisher Scienti®c, Wal-
abundant in neuronal tissues [18] and it was shown that chrorffe@m. MA, USA). Blots were also probed with mouse (monoclonal) anti-

imbalance between O-GIcNAc and phosphorylation on tau protéfifs2ntibody (1:250) and rabbit (polyclonal) anti-tau Fpphophos-

is a major element in the pathophysiology of Alzheimer's diseé)sec@c antibody (1:1000; Thermo Fisher Scienti®c), rabbit (polyclonal)

X . . ti-tau [P3 antibody (1:1000; Abcam, Cambridge, MA, USA) and
[19]. Although it was shown that O-GIcNAc is dynamic and fg,-y (anti-tau 4% (1:200; gift from Dr. P. Davies, Albert Einstein

induced by excitatory neuronal stimuli [18], the regulation @f;ege of Medicine, Bronx, NY, USA) according to the manufacturer's

O-GlcNAc during acute stress in neuronal cells is far from cofotocol. The blots were developed using Femto chemiluminescent sub-

pletely understood. strate (Thermo Fisher Scienti®c) and the signal was visualized by Kodak
The aim of this study was to investigate the dynamic changelinage Station 2000R. Kodak 1D and ImageJ analysis software were

O-GIcNAc in the neuronal cell line SH-SY5Y af@riFduced oxida- used to quantify the intensity of bands.

tive stress. We found that intracellular O-GIcNAc rapidly elevated after

treatment with 0.5 mM 4@, for 30 min., reached peak level then Lo

declined close to the basal level. Moreover, reciprocal relationsfi@ll Viability test

between O-GIcNAc and phosphorylation of tau protein after oxidative

stress was directly demonstrated. These ®ndings suggest that @ifdls were lifted by trypsin and quickly washéd i@ ice-cold PBS.

pathophysiology of neurodegenerative diseases might be conne&@BrOXimatew 10cells/sample were stained with Propidium lodide and
to cellular stress adaptation mechanisms Annexin V-FITC according to the manufacturer's instruction (BD

Pharmingen, Heidelberg, Germany). The "uorescence signal of Propid-
ium-lodide dye was detected at FL3 channel (620 nm), and FITC
Annexin V intensity was detected at FL1 channel (525 nm) with a
Materia|s and methOdS 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 lodide and FITC Annexin
Cell line and culture conditions V) was performed on control samples and identical boundaries were uti-
lized for all samples.

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 am’rﬂ)trace"u'ar ROS detection

acids, penicillin (100 U/ml) and streptomycin (1@@ml). The cells

were incubated at 3T, in 95% ait5% CQ atmosphere in a humidi®ed Intracellular reactive oxygen species (ROS) levels were measured by "u-
incubator. Subculturing was performed in evet days and fresh orescence using CM-H2DCFDA (Thermo Fisher Scienti®c) "uorescence
medium was replaced #24 hrs prior to each experiment. The experidye as a ROS probe. SH-SY5Y cells were cultured as mentioned above.
ments were performed on the cells at 80% or less con uency. OxidatBefore the experiments, the cells were lifted from the “asks by 0.25%
conditions were chosen based on experimental set-ups found in thetlypsin/0.5 mM EDTA/PBS then immediately washed with pre-warmed
erature [20, 21] and our pilot experiments (data not shown). Our acomplete media to neutralize trypsin. Next, the cells were quickly
was to decrease the viability t85% by the treatment. Thus, cells werewashed in Hank's balanced salt solution (HBSS), and resuspended in
treated with 0.5 mM 4@, for 30 min. in serum-free medium to avoid HBSS containing 1% bovine serum albumin, 1.2 mRf, a0 mM

rapid HO, degradation by antioxidants present in FBS. After the treg?” and 21 M CM-H2DCFDA. Samples were incubated in the dark at
ment, the medium was replaced by complete medium and the cett®om temperature for 30 min. Cell suspensions were gently mixed
were incubated as described above for the following recovery timese@ery 10 min. during the incubation to prevent the attachment to the
30, 60 min. and 2, 4, 24, 48 and 72 hrs. vessels' wall. Following two wash steps to remove the excess of the

2270 ! 2016 The Authors.
Journal of Cellular and Molecular Medicine published by John Wiley & Sons Ltd and Foundation for Cellular and Molecular Medicine.
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“uorescence dye, the cells were resuspended in HBSS. Fluorescefiegtg analysis
signal was measured at 25 by F4500 "uorescence spectrophotometer
(Hitachi High-Technologies Europe, Krefeld, Germany) at excnaB%r%a are presented as meahsS.E.M. throughout. Comparisons were

wavelength of 490 nm and emission wavelength of 525 nm. Base“neerformed with repeated measures one- sand statistically sig-
level of “uorescence was recorded fet min. before the addition of b P ) YS9

) . i t diff betw de®ndéti<aB.05 and

0.5 mM HG, or vehicle. The relative level of ROS was expressed as.ng?can \erences hetween groups were de®n and are
. . . ; indicated in the legends of ®gures.

Ry values. Fluorescence signal was monitored for 10 min. following per-

oxide or vehicle treatment.

Results
Real-time RT-PCR analysis
Total RNA was isolated from SH-SY5Y neuroblastoma cells using RNéEais:];/eCt of tre_atment with 0.5 mMZH)Z for 30 min.
Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany). RNA quantity was determined usi®@fk Cell survival
Nanodrop Implen Nanophotometer. Reverse transcription into cDNA was
performed with iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad). Pre-designed T&te have used 4@, to expose SH-SY5Y neuroblastoma cells to
Man assay (Roche Applied Science) was used to determine mRNA expigitative stress. Figure 1A shows that the addition of 0.5 p@J H
sion levels of human OGT and glucosamine-fructose-6-phosphaigrkedly increased the level of intracellular ROS as measured by
aminotransferase (GFAT). As a reference gene, human porphobilinqggnROS sensitive Tuorescent dye CM-H2DCFDA. To simulate acute

deaminase (PBGD) was used. Ampli®cation primers and hydrolysis .pr%ffaative stress and subsequent recovery, we exposed the cells to

were designed using ProbeFinder software (www.universalprobelibrary. . .
com). Sequences of the forward and reverse primers of OGT wgr% mM HO, for 30 min. and then carefully washed out the oxida-

5. AGACGATGGCACAAACTTGAR S-ATCAGCTGCTTTTCCATT,Gc-@"e agent from the medium to allow the cells to recover (Fig. 13).
the hydrolysis probe was UPL #29. Sequences of the forward and revdP§gacellular ROS levels were also assessed at various timepoints
primers of GFAT weré 5GAGATTGGTGTGGCCAGANH3-GGCAAA- (116 hrs) after the removal of .8, from the media, but no signi®-
CATCACAAGGGATACHSe hydrolysis probe was U PL #20. Thecant difference could be found between control ag@-Heated
sequences of the reference gene PBGD were as follows: $8iGEBA- cells (data not shown). Next, the cells were incubated under normal
GAGAAGAGTGTGGTGaBtisense 5AGCCGGGTGTTGAGGTTI®  growth conditions for up to 72 hrs. The damage caused by oxida-
hydrolysis probe was UPL #24. Real-time PCR was performed in a Ligije stress was fully apparent at 24 hrs after the treatment (the ratio
Cycler thermal cycler (Roche Applied Science). Each reaction was R§f'dead cells increased to 22:67.3) % compared to 6.7#(2.5)

formed in & 20 volume, using the LightCycler Tagman Master M'57 eoJ the control). The ratio of dead cells did not increase any fur-

(Roche Applied Science). Both target and reference genes were ampl N 0
with ef®ciencies near 100% and within 5% of each other. For the relaﬁlveér (223 #7.1) % and 15.8 £5.0) % after 48 and 72 hrs,

gene expression analysis, th®XCt (Livak) method was used. Therespecnvely).
expression level of the gene of interest was compared with the level of
PBGD in each sample.

Immuno uorescence microscopy reveals

— : dynamic changes in protein O-GIcNAcylation
Immuno uorescence microscopy
) o To assess the effect of oxidative stress induced by 30 min. treatment
Cells were grown on coverslips and after oxidative stress/recove\{rl}fh 0.5 mM HO, on protein O-glycosylation, SH-SY5Y cells were
! )

treatments they were washed twice in ice-cold PBS. Next, the c . . . .
were ®xed in 10% PBS-buffered formaldehyde for 30 min. at rO?'lc%gmahn ®xed and labelled with anti-O-GIcNAc monoclonal antibody

temperature, subsequently washed with PBS. To avoid formaldeh g’l_)llO.G) aﬂer exposmg them to conditions analogous to the cell
auto Uorescence, the coverslips were quenched with 50 mM ammadrvival experiments. Figure 2 shows control and stress-exposed
nium chloride for 10 min. Cells were permeabilized with 0.1% Tritg#€lls after various recovery times. Similar to other cell types, SH-
X 100 for 5 min. Non-speci®c sites were blocked with 5% bovi5Y cells showed abundant, diffuse granular cytoplasmic CTD110.6
serum albumin (Sigma-Aldrich) in PBS for 5 min. and then the capesitivity. Whereas each cell seemed to increase its overall O-GIcNAc
erslips were incubated at room temperature with CTD110.6 mon@vels upon stress, we found some very intensely labelled cells that
clonal antibody for 30 min. at a dilution of 1:100 in 5% BSA/PBg§jgq appeared to have more compact and round-shaped morphology.
After rinsing three times with PBS, the samples were incubated Wiliseq on Hoechst nuclear counterstaining, these cells were either

?Le(:r?noFIlggrheiggcizzit@;mflg:oggemilr?MinSzg(r)lg dilrzdgmﬁiy C&ﬁ?&hotic cells or apoptotic cells, the latter more frequently appearing in
stained with Hoechst dye at a dilution of 1:5000 for 15 min. at roo%e late post-stress phase (data not shown). Fluorescence intensity

temperature. Finally, coverslips were mounted with Vectashield (VE&S averaged for all experlrpental CQndItlons and is sumn?an‘zed in
tor Laboratories, Burlingame, CA, USA) mounting medium. |mat§@ bar graph shown at the right of Figure 2. Although no signi®cant
acquisition was performed with a Zeiss Axiovert 35 (Carl Zeiigrease in intensity was observed at 2 hrs compared with control,

Microscopy GmbH, Jena, Germany) inverted “uorescent microscope found signi®cant changes within stress-exposed cells as recovery
with CellD (Olympus, Tokyo, Japan) software. time progressed.

! 2016 The Authors. 2271
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Fig. 1Effect of moderate oxidative stress on cell viabilfy.Irftracellular ROS levels measured by ROS sensitive "uorescent dye CM-H2DCFDA.
SH-SY5Y cells were treated with either 0.5 m¥&, tar vehicle (control) starting at O sec. and the change in “uorescence signal was recorded for

500 sec. Representative curves of relative "uorescencg) @fé-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 nfle&hE.M. from three independent experimehis< 0.05 versuscontrol.

(B) SH-SY5Y cells were treated with 0.5 mpDHor 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 ghdtrethent. At those time points, cells

were collected and cell viability assay was performed to measure the percentage of living cells (Annexin V and Propidium-lodide negative) and dead
cells (Propidium-lodide positive). Data are meanS.E.M. from eight independent experimehiBs< 0.05 versuscontrol.

Elevation in O-GIcNAc protein and decrease/  against tau [PS¥, [Ps**] and PHF1. We found that the ratio of tau
reduce in protein phosphorylation [Ps'®9 and PHF1 compared with the amount of total tau protein level
signi®cantly decreased after oxidative stress induced by 30 min.

The dynamic changes in O-GIcNAc levels demonstrated twgment with 0.5 mM 4@,. After 24:7_2 hrs of recovery tlme§, both

immuno uorescence were con®rmed by immunoblots. We found ﬂ[’llgfl 7 tau and PHF1 phosphorylation retumed to baseline levels,

SH-SY5Y cells required about42hrs to reach peak level of WhICh' dynaml_c seems to be the opposite of the oyerall O-GIcNAc

0-GIcNAc following oxidative stress induced by 30 min. treatmd&R{e!S” dynamic. On the other hand,zﬁgjsphos_phorylanon seemed

with 0.5 MM HO,. On the long run, O-GIcNAc levels returned to nol® follow a parallel dynamic to O-GIcNAcylation; short-term eIevatl_on

mal intensities after about 248 hrs (Fig. 3). afte_r oxidative stress followed by decreased level of phosphorylation
Many studies have shown an interaction between O-GlcNAc SHgn9 the recovery phase.

other signalling mechanisms, the most documented one is the recip-

rocal relationship between O-GIcNAc and phosphorylation, particu- . .

larly on tau proteins which play a key role in the development B€al-time PCR analysis of GFAT and OGT mRNA

Alzheimer's disease [22]. As of today, scienti®c consensus agresgpression in SH-SY5Y neuronal cell culture

that proper O-GIcNAcylation can prevent the hyperphosphorylation of

tau proteins and subsequent formation of neuro®brillary tangles [23jotein O-GIcNAc modi®cation is regulated by OGT which is the only

In this study, we analysed the level of tau phosphorylation (Fig. 3Bizyme responsible to the addition of dkacetyl-glucosamine moi-

using an antibody against total tau and phophospeci®c antibety to Ser/Thr residues. However, metabolic "ux through the
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Fig. 2Immuno uorescence shows temporal dynamic of protein O-
GIcNAc modi®cation after oxidative stress. Immuno uorescence label-
ling was performed on SH-SY5Y cells using the anti-O-GIcNAc antibody
CTD110.6 and Hoechst was used as a nuclear counterstain. Cells were
treated with 0.5 mM #@, 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 mea#s S.E.M.*P < 0.05versusO hr.
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Fig. 3Temporal dynamics of O-GIcNAc modi®cation and tau phosphorylation after oxidative stress revealed by Wegteveditrn plot analy-

sis using SYPRO Ruby Blot Total Protein Staining and CTD110.6 antiboBy astih (total tau, [PSY, [Ps?® and PHF1 staining shows repre-
sentative samples of protein extracts from SH-SY5Y cells previously incubated for 30 min. with Q:GntivrHreplaced in normal growth
medium to recover.d) Densitometric analysis of the CTD110.6 and’fP{Ps?®9 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 sharsdsMeans
*P < 0.05 versusControl,*P < 0.05 versus2 hrs.

hexosamine biosynthesis pathway (HBP) also in uences O-GlcNMAiomyocytes and on isolated perfused hearts. Overwhelming
levels by the regulation of the availability of UDP-GIcNAc. The @mtmber of evidence from these studies suggests two main conclu-
rate-limiting step of HBP is catalysed by GFAT. Therefore, we asiaks; ) overall O-GIcNAc level tends to increase shortly after
ysed the mRNA expressional levels of two key enzymes related tet@ss, {i) increasing the level of O-GIcNAc seems to protect from
GIcNAc; GFAT (Fig. 4A) and OGT (Fig. 4B). the deleterious effect of stress [30,£34]. Theories have been put
SH-SY5Y cells were exposed to the same oxidative stress comaiiward to explain the protective effect of O-GIcNAc, such as HSP
tion and recovery periods as described above. We found that timivation or modulation of €zsignalling [32, 37], but the complex
mRNA level of both GFAT and OGT showed a biphasic dynamic. fpirstsurvival mechanism of O-GlcNAc remains to be elucidated. In
GFAT and OGT mRNA was increased by ugdothe normal contrast to cardiac tissue, relatively little is known about O-GIcNAc's
expressional rate peaking at 4 hrs post-stress, than the expressidmethaviour during stress in the neuronal tissue. Interestingly, the
levels gradually decreased close to the normal levels in the naxailable literature suggests that O-GIcNAc is rather down-regulated
3 days. 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-GIcNAc levels in Neuro-2a murine
Discussion neuroblastoma cells. In our present experiments we have found that
in SH-SY5Y cell line, which is a human neuroblastoma cell line, O-
In this study we demonstrated the effect of 30 min. treatment withicNAc levels behave in a similar manner as in cardiomyocytes
0.5 mM HO, on the regulation of the O-GIcNAc dynamics in SHFig. 3). Moreover, O-GlcNAc elevation was accompanied by the up-
SY5Y neuroblastoma cells. We have found that following this oxigggulation of key regulators of the HBP pathway, to support the cells'
tive stress, protein O-GIcNAc modi®cation and mRNA expressipeald for more O-GIcNAc (Fig. 4). Thus, our data demonstrate that
levels of GFAT and OGT, the rate-limiting enzymes of HBP an@d@jlcNAc increases upon oxidative stress are an actively regulated
GlcNAc, respectively, are all changing in a very similar manner qy@jcess in neuronal cells.
time (Figs 3 and 4). O-GIcNAc levels were increased signi®cantlyContrary to the relatively unexplored behaviour of O-GIcNAc dur-
reaching peak valuest2 hrs post-stress. At a longer time scale ing acute stress response in neuronal cells, its reciprocal relationship
after about 2472 hrs + the cells apparently recovered from thewith phosphorylation and imbalance in Alzheimer's disease is well-
stress and O-GIcNAc returned to normal levels similar to what wasablished [19, 22]. According to the generally accepted view, the
observed prior to stress. Interestingly, we found that tau phosphogynamic balance between phosphorylation and O-GIcNAc modi®ca-
lation changed in a reciprocal way; it decreased+tdth?s after tion on tau proteins in Alzheimer's patients is shifted in favour of the
stress, but increased again after about 72 hrs following stress. Thegsphorylation which will result in hyperphosphorylated tau and
results suggest that O-GIcNAc modi®cation is a sensitive, dynaf@aro®brillary tangle deposition. Stress, and especially oxidative
marker of cellular stress and that its interaction with other intracelktress is also strongly implicated in the pathophysiology of Alzhei-
lar processes (such as the Alzheimer's hallmark tau phosphorylatiaigr's disease, however, the exact relationship between oxidative
can have both acute and chronic consequences. stress and tau phosphorylation is controversial. Some of the oxidative
O-GIcNAc seems to regulate (or at the least in"uence) maayents cause hyperphosphorylation, whereas others induce de-phos-
intracellular processes such as cell-cycle [24], epigenetics [2@horylation of tau [41]. Multiple studies also indicated that tau hyper-
stress adaptation [12], &asignalling [26] or phosphorylation [27], phosphorylation can follow, but also precede oxidative stress [42]. To
consequently its imbalance has been investigated in the developnegitknowledge, O-GIcNAc modi®cation of tau has not been investi-
of many diseases. Since its discovery [28], O-GIcNAc has begfied in oxidative stress before, however, common sense dictates
implicated either as a bene®cea(in Alzheimer's disease [29] and that the reciprocal relationship between phosphorylation and
ischemia reperfusion [30]), or as an adverse factor (insulin resig~GIcNAc should be maintained also under this condition. In our
tance, diabetes [22] and malignant disorders [31]). Chronic diseasg®eriments, we have found that 30 min. long oxidative stress by
in which O-GIcNAc seems to be involved take years or even decad resulted in temporal decrease of tau phosphorylation at site
to develop; however, O-GIcNAc also has relevance in cellular megf1®9 and PHF1, but reciprocal elevation in O-GIcNAc modi®ed pro-
nisms that take place at a much shorter time scale. In particulasins (Fig. 3). Interestingly, the phosphorylation at site S262 showed
stress response and the role of O-GIcNAc in cellular adaptatiorsiidilar dynamic pattern as O-GIcNAc levels. Although the interplay
various stresses such as hypoxia or oxidative stress has been intestween O-GIcNAc and phosphorylation is usually characterized by
sively studied [32, 33]. Most of these studies were conducted @ame site competition, other mechanism such as proximal site
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that either O-GIcNAc is not competing or even contributing to phos-
phorylation under various conditions.

Although our O-GIcNAc data collected from SH-SY5Y neuroblas-
toma exposed to #, induced oxidative stress are in accordance
with the data found in cardiomyocytes and also demonstrate the
reciprocal relationship between O-GIcNAc 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
0O-GIcNAc 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-GIcNAc
plays in these processes and how these processes are related to the
regulation of tau phosphorylation still needs to be addressed. Never-
theless, we think that studying O-GIcNAc 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-GIcNAc in various
stress situations [12, 13, 32, 33]. Here, we demonstrated, for the ®rst
time, that treatment with 0.5 mM,® for 30 min. to induce oxida-
tive stress causes a rapid, temporary increase in O-GIcNAc in SH-
SY5Y neuroblastoma cells. We have also shown that the dynamic
changes in protein O-GIcNAc modi®cation can behave in an inverse
relationship with tau phosphorylation during recovery from oxidative
stress. Taken together, we think that O-GIcNAc regulation is an
important mechanism in stress adaptation and it is conceivable that
protein O-GIcNAc modi®cation is part of a complex system that in u-
ences not only short-term effects but also chronic pathophysiologic

Fig. 4Temporal dynamics of OGT and GFAT expression after oxida?i\llgnts such as Alzheimer's disease.

stress follow similar pattern as protein O-GIcNAc modi®cation. SH-SY5Y

cells were treated with 0.5 mM®} for 30 min. in serum-free growth

medium, then the medium was replaced and cells were incubated ur&pknOWIedgementS

normal growth conditions until harvesting the cells. Each bar represents

fold increase in relative levels of OGT or GFAT mRNA compared WNf Work was funded by the Research Fund of the Universieesf Paculty

control samples(A) Relative levels of GFAT mRNA in cells exposed ghMedicine AOK-KA 2013/19) and supported byds Szefbigothai Research

oxidative stress at the indicated post-stress tiniBjRelative levels of Centre, University ofts. We thank Professor Dr. Peter Davies at the Albert

OGT mRNA in cells exposed to oxidative stress at the indicated pggqastein College of Medicine, Bronx, NY for providing the PHF1 antibody. EK,

stress times. Data are mea#sS.E.M. from at least three independentP, SVP and RP performed the research; TN and AM designed the research

experiments*P < 0.05 versuscontrol cells. study; JP contributed essential reagents or tools; EK and TN analysed the data;
AM and TN wrote the manuscript.

competition or proximal site occupation is also known [13]. Increasé3 0N 1Ct of interest
phosphorylation at S262 (and possibly at other sites as well) after
oxidative stress despite elevated level of O-GIcNAc could be the réEudt authors con®rm that there are no con'icts of interest.
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