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BEVEZETES

Glikogén metabolizmus

A glikogén a D-gliik6z poliszacharidja, funkcidja a gliikkoz raktdrozasa allatokban. Glikogén
tarolasra majdnem minden emlds sejt képes, de a két legfobb glikogénraktdr a maj és a
vazizom. Taplalkozas utan a felesleges gliikkdzbol a glikogenezis sordan épiilnek fel a
glikogénraktarak. Ezt a folyamatot a glikogén szintaz (GS) katalizalja a glikogén elagaztatd
enzimmel egylittmikddve. Az ezzel ellentétes folyamat a glikogén lebontdsa, mas néven
glikogenolizis, lehetévé teszi a glikoz felszabadulasat a glikogénraktarakbol a sejtek
energiasziikségletének fedezésére. E folyamat sebesség meghatirozé enzime a glikogén
foszforilaz (GF). A GF enzimnek fizioloégiai hatas szempontjabol harom kiilonb6z6
izoforméja van, melyeket kiilonb6z6é gének kodolnak. Az izom GF az izom 0sszehtzodast
tdmogatja, a mdj izoenzim kdzponti szerepet jatszik a vércukorszint szabalyozasaban, az agy
izoenzim pedig az oxigénhidnyos €s hipoglikémids allapotok esetén biztositja a gliikkozt az
agymiikodéshez. Mindhdrom GF izoforma ugyanazt a reakcidt katalizalja, melyben a
glikogén nem redukaldo végeir6l monoszacharid egységeket hidrolizal. Minden egyes
cukoregység glikoz-1-foszfat (G1P) forméjaban szabadul fel és készen all belépni a
katalitikus utvonalakba, valamint a G1P atalakulhat gliik6z-6-foszfatta (G6P), igy tamogatva
az ATP termel6 folyamatokat. A méj G6Paz enzim segitségével képes eltavolitani a gliikoz

fosztatcsoportjat, ezzel biztositva szabad utat a gliik6z véraramba kertilésének.

Glikogén foszforilaz enzim és gatlasa

A biologiailag aktiv dimer GF enzimnek van egy foszforildlt, altalaban aktiv és egy
defoszforilalt, altalaban inaktiv formaja. A GF foszforilaciojat a foszforildz kinaz végzi, mig a
defoszforilaciojaért, igy inaktivalasaért a protein foszfataz 1 (PP1) a felelds. A GF enzim hét
kotohellyel rendelkezik: a katalitikus, a gatld, az allosztérikus, a glikogén, az indol, a
benzimidazol és a quercetin kotéhely. Mindegyik kotdhely, kivétel a glikogén kotohely, a GF
enzim allosztérikus szabalyozéasanak egy potencidlis célpontja. Az ATP, gliikéz és G6P a GF
fizioldgiai inhibitorainak tekinthet6k. Ezért ugy vélik, hogy azok a GF inhibitorok, amelyek a
glikoz vagy GOP hatdsat utdnozzak, vagy kapcsolodnak a GF mas kotohelyeihez ¢€s
szinergisztikusan hatnak a gliikkozzal, képesek gatolni a glikogenolizist és stimulalni a
glikogenezist. Igy nem meglepd a gliikéz analég GF inhibitorok nagy szdma, melyek
elsésorban a katalitikus helyhez kapcsolodnak, igy gatolva a szubsztratok katalitikus helyhez
torténd kotdédését, habar képesek az allosztérikus kotOhelyhez is kapcsolodni. Az N-acetil-f-

D-gliikopiranozilaminok az elsé hatékony gliikkoz analég GF inhibitorok kozott voltak. Az
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altalunk alkalmazott KB228, BEVA335, TH, NV50 és NV76 gliikoz analdg vegyiileteket Dr.
Somsak Laszlo laboratoriuméaban szintetizaltdk a Debreceni Egyetem Szerves Kémia
Tanszékén. Referencia inhibitorként az indole-2-karboxamidok kozé tartozo6 CP-316819 GF
gatloszert hasznaltuk, mely az uj allosztérikus kotdhelyhez kapcesolodik, igy segitve eld az
aktiv GF enzim defoszforilalasat, igy inaktivalasat. A CP-316819 vegyiilet biztonsagossagat
fazis 1. klinikai kutatdsok befejeztével igazoltak. A GF enzim, a glikogén lebomlas
katalizalasa révén hozzajarul a maj gliikoz termeléséhez, igy a vércukorszint szabalyozasanak

potencidlis célpontjava valt a 2-es tipust cukorbetegségben.

Glikoszoma

A fehérjék egy része, beleértve a glikogén metalizmus enzimeit, kapcsolodik a glikogén
szemcsékhez azért, hogy fenntartsa annak strukturdjat, illetve szabdlyozza a szemcsék
méretét, szamat €és sejten beliili lokalizaciojat. Ezek a makromolekularis komplexek, a
glikoszomak, olyan morfoldgiailag elkiiloniilt sejtorganellumok, melyek képesek a glikogén
metabolizmus hatékony szabdlyozasdra. Tovabba mikroszkopikus vizsgalatok soran
bizonyitottak a glikoszomak kapcsolddasat kiilonbozo sejten beliili struktirakhoz ugy, mint az
endoplazmatikus retikulum és mitokondrium, vagy izomsejt specifikusan a szarkoplazmatikus
retikulum, B-aktin, o-aktinin és simaizom tropomiozin. Ennek kovetkeztében a glikogén
partikulumok, mint szubcellularis kompartmentek képesek valaszolni a sejtek metabolikus

kovetelmeényeire térben €s idoben szabalyozottan.

A glikogén metabolizmus hormonalis szabalyozasa

A glikogénraktarak dinamikus valtozdsa szdmos hormon altal szabalyozottan torténik. Az
inzulin a glikogén szintézisét tamogatja, mig az ellentétes hatasu hormonoknak — glukagon,
adrenalin, kortizol és a novekedési hormonok — glikogenolitikus hatdsuk van. Az inzulin a
biologiai hatdsat sajat receptoran keresztiil fejti ki. Az aktivalt inzulin receptor szamos
downtream szubsztratot és dokkolo fehérjét foszforilal, koztiik a foszfatidilinozitol-3 kinaz
(PI3K) és a protein kinaz B (Akt) utvonalat aktivalja. A PI3K miikodése okozza az Akt és a 3-
foszfoinozitol-fiiggd protein kinaz-1 (PDK1) sejtmembranhoz torténd lokalizacidjat. A PDK1
forszforilalja és aktivalja az Akt enzimet a 308-as treonin oldallancon. Az Akt teljes
aktivitasahoz viszont sziikséges egy masik oldallanc foszforilacioja. A 473-as szerin oldallanc
egy MTORC2-specifikus foszforilaciés hely. Az mTOR - emlds sejtekben jelen 1évo
rapamicin egyik célpontja (mammalian target of Rapamycin) - egy Szerin/treonin protein

kindz, melynek nagy szerepe van a metabolikus szabalyozasban. Az mTORC2 indukcidja



beinditja a tdpanyag raktarozast (glikogén, zsirsavszintézis) és a glikolizist, valamint gétolja a

maj gliikoz termelését az Akt aktivalasan keresztiil.

A hasnyalmirigy B sejtek és a PDX1 transzkripcios faktor

A hasnyalmirigy B sejtek az inzulin szintézisére, tarolasara és szekretalasara specializalodtak,
igy képesek valaszolni a szervezet taplaltsagi allapotara. A pankreasz és duodenalis
homeobox 1 (PDX1) transzkripciods faktor kulcsszerepet t6lt be a hasnyalmirigy fejlédésének
korai szakaszaban, a B sejtek differencidlodasaban és az érett B sejtek fennmaradasaban. A 3
sejtekben a PDX1 sejtmagi transzlokacioja szamos gént transzaktival, koztik a gliikoz-
stimuldlt inzulin szekrécioban, gliikéz érzékelésben €és metabolizmusban szerepet jatszo
enzimek, illetve az inzulin génjét. A B sejt érése folyaman szamos, az inzulin szekrécidban
részt nem vevo és ezaltal nem tamogatott metabolikus utvonal (laktat termelés vagy pentdz
foszfat utvonal) génje még az élet korai szakaszaban represszalodik. Ez egy B sejt specifikus
génexpresszios mintazatot eredményez. A [ sejtekben egy erés kapcsolat alakult ki a
glikolizis és a mitokondridlis metabolizmus kozott. A glikolizist kdvetden a citromsav ciklus
indukalta elektrontranszport a mitokondridlis membran hiperpolarizacidjahoz ¢és ATP
termeléshez vezet. Az intracellularis ATP kotddik az ATP-szenzitiv K* csatornahoz, amely
ezt kovetden zarodik és ez a sejt depolarizacidjahoz vezet. Ezt koveti a fesziiltség vezérelt
Ca?" csatornak nyitasa, és az igy létrejové Ca?* bearamlas eldidézi az inzulin tartalma
szekretoros vezikulumok exocitozisat. A millionyi B-sejtbdl kiszabaduld inzulin a véraramba
kertil, és a szervezet sejtjein sajat receptoraihoz vald kapcsolodéasa révén fejti ki hatdsat.
Tekintettel arra, hogy a B sejtek is rendelkeznek inzulin receptorral, valoszintisithetd az

inzulin autokrin hatasa a B sejtek funkciojara és szabalyozasara.

2-es tipusu diabétesz mellitusz és az altala okozott valtozasok az anyagcserében

A diabétesz mellitusz a leggyakoribb endokrin és anyagcsere rendellenesség egyre fokoz6do
prevalenciaval. A diabéteszes esetek 90-95%-aért felelés 2-es tipusu diabétesz mellituszt
(T2DM) a genetikai hajlam és a kornyezeti faktorok (kevés testmozgas, elhizas, rossz
taplalkozas) egyiittesen alakitjak ki. Jellemzdje az inzulin rezisztencia, a magas vércukorszint
¢s a hasnyalmirigy B sejtek mikodésének zavara. Az elhizas az inzulin rezisztencia
kialakulasanak legfobb oka, mivel a zsirszovet méretének ndvekedése hypoxidt okoz és
stresszt indukal a zsirsejtekben, ami a gyulladéas kialakuldsdhoz vezet. A gyulladasi faktorok
altal beinditott utvonalak pedig az inzulin jelatvitelt blokkoljak. Inzulin rezisztens allapotban
a fehérzsirszovet sejtjeinek inzulin-medialt gliikkozfelvétele leall. Az energiahiany

kovetkeztében megindul a lipolizis és a zsirsav felszabadulés. A krénikus lipolizis és a plazma



megndvekedett szabad zsirsav szintje inzulin rezisztencia kialakuldsahoz vezet vazizomban ¢és
majban, ami csOkkenti a mitokondriumok oxidativ foszforilaciojat. Normalis esetben a
plazma megnovekedett szabad zsirsav szintje stimulalja az UCP2 mitokondrialis szétkapcsolo
fehérje kifejezddését €s aktivitasat, igy kapcsolva at a sejt anyagceseréjét a gliik6z oxidaciorol
a zsirsav oxidaciora. Az UCP2 egy mitokondridlis intermembran ion transzporter, ami a
protoncsorgasért és igy a sejtlégzés ATP termelésétdl vald szétkapcsolasaért felelds. Az
UCP2 érzékeli és negativan szabdlyozza a reaktiv oxigéngyokok (ROS) keletkezését, igy
fejtve ki citoprotektiv hatast. A ROS termelédésének oka lehet a tlzott gliikozfelvétel és
lebomlés, illetve a fokozott zsirsav felvétele és katabolizmusa. Ezzel parhuzamosan a
megnovekedett UCP2 expresszio a fehér zsirszovetben €s vazizomban csokkenti az elhizas
veszélyét, ami a T2DM Kialakulasanak legfontosabb rizikofaktora.

A mdjban az inzulin hatdsdnak elmaradasa noveli a gliikoneogenezist, amely mértéktelen
gliikkéz felszabadulashoz vezet, tovabb novelve a magas éhgyomri vércukorszintet. Kiilonb6zo
inzulin rezisztens és T2DM allatmodellekben fokozott glikogénlebontas volt megfigyelheto.
Eszerint, a GF gatlasa fokozhatja a glilkdz toleranciat és csokkentheti a maj gliikoz
termelését.

A T2DM Kkialakulasanak korai szakaszaban a Langerhans szigetek fokozott mikodése
figyelhetd meg a kompenzacidés mechanizmusnak kdszonhetéen, amelyet egyrészrol a B sejtek
mennyiségének ndvekedése, masrészrél fokozott inzulintermelésiik biztosit. A tlinetek akkor
sulyosbodnak, ha ez az adaptiv mechanizmus kimeriil, és nem birja tovabb fedezni a
megnovekedett inzulin szlikségletet.

Az inzulin hatasanak elmaradasa fokozott glukagon termelést eredményez akkor is, ha a
vércukorszint igen magas és a szovetek mar nem képesek tobb gliikkoz felvenni. Az izom, a

maj és a zsirszovet nem lesz képes érzékelni a szervezet taplaltsagi allapotat.



CELKITUZESEK

A glikogén foszforilaz (GF) enzimgatlas egy potencialis célpontja a vércukorszint

szabalyozasanak 2-es tipusti cukorbetegségben. Egy jo gatlasi allandoju gliikkoz analog GF

inhibitort, a KB228 vegyiiletet alkalmaztuk egyrészt normal és magas zsirtartalma diétan

tartott egerekben, masrészt HepG2 és C2C12 sejteken, mint a metabolikus szervek — maj és

vazizom - sejtes modelljein.

1.

A kovetkezd célokat tliztiik Ki:

KB228 vegyiilet alkalmazhatosaganak meghatarozasa,

a KB228 inhibitor gliilkoz metabolizmusra tett in vivo hatasainak feltérképezése,

a KB228 vegyiilet gliikdz metabolizmusra tett in vitro hatasainak vizsgalata HepG2
sejteken,

a HepG2 sejtek génexpresszids profiljanak elkészitése a f6 metabolikus uUtvonalak
markergénjeinek vizsgalataval,

valamint az energia homeosztazisban fontos protein kinazok aktivitasanak vizsgalata.

Figyelembe véve, hogy a hasnyalmirigy B sejtek allnak a diabétesz kutatasok kozéppontjaban,

a kovetkezOkben a MIN6 inzulindma sejtek, mint a B sejtek modellje, valt kutatasunk

célpontjava. Tovabb folytattuk in vivo vizsgalatainkat a KB228 jelii vegyiilettel, mig az in
vitro kisérletekben 3 kiilonb6z6 GF inhibitort hasznaltunk (KB228, BEVA335 és CP-
3016819).

2.

Céljaink a kovetkezdek voltak:

MING6 sejtekben a glikogén metabolizmus ¢és a glikogén lokalizacidjanak
meghatérozésa,

feltérképezni a glikogén-kapcsolt fehérjéket in silico elemzés soran,

megvizsgalni a GF gatlas hatasat a sejtosztodasra és az inzulin termelésre in vivo és in

vitro.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Anyagok

Ha masképp nincs jelolve, a reagenseket és vegyszereket a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
Amerikai Egyesiilt Allamok) cégtél szereztiik be, beleértve a CP-31819 GF inhibitort és a
wortmannin (WM) PI3K inhibitort.

A gliikkdz analég GF inhibitorokat — KB228, BEVA33, TH, NV50 és NV76 — a Debreceni

Egyetem Szerves Kémia Tanszékén Dr. Somsék Lészlo laboratériumaban allitottak eld.

Allatkisérletek

A C57/Bl6J him egerek egy része normal (10 kcal% zsirtartalmil), masik része magas
zsirtartalmi (HFD, hiperkalorikus diéta, 60% zsirtartalom) taplalékot kapott. Az egerek
randomizalast kovetden keriiltek a kontroll és a kezelt csoportokba. A a kontroll csoportot
vehikulummal (fiziologias sooldat + 1% DMSO) kezeltiik, mig a masik csoportot 90 mg/tt. kg
KB228 GF inhibitor egyetlen intraperitonealis (i.p.) bolus injekcioval kezeltiik heti 1
alkalommal 5 egymast kdvetd héten. 2 ordval az injekcid beadasa utén torténtek a mérések €s

a szervek (maj, labikra izom €s hasnyalmirigy) eltavolitasa.

Intraperitonealis gliikoz tolerancia teszt (ipGTT)

Az allatokat 8 oran keresztiil éheztettiik a kisérletet megel6zden. A gliikdz méréséhez minden
egyes allat periférialis vérének egy cseppjét gylijtottiik be a farkuk végének levagasaval, majd
elkezdtiik a vércukorszint mérését Accu-Chek (Roche) kézi mérdeszkozzel. Ezt kdveton
minden allat kapott egy i.p. glikéz (20% m/m) injekciot (10 uL/g testtomeg). A

vércukorszintet rendszeresen, a megadott idépontokban mértiik minden egyes allat esetében.

Indirekt kalorimetria

Az indirekt kalorimetria vizsgalathoz a CLAMS system (Columbus Instruments
Comprehensive Laboratory Animal Monitoring, Columbus, OH, Amerikai Egyesiilt Allamok)
nevill berendezést alkalmaztunk, amely lehetdvé teszi kiilonbozd fizioldgiai és viselkedési
paraméterek nem invaziv, 24 Oras, automatizalt mintagytijtését. Az elsd 24 o6rdban az egerek
hozzaszoktak az 0 kornyezetiikhoz. Délelott 8 orakor egy i.p. glikoéz injekcidt kaptak
(KB228 (90 mg/kg) vagy vehikulum), aztan visszahelyeztiik 6ket a méréketrecekbe. Az ezt
kovetd 6 oraban az oxigénfogyasztasukrol és a szén-dioxid termelésiikrdl rogzitettiik az

adatokat.



A gliikozfelvétel mérése

A gliikozfelvétel méréséhez izofuran anesztézia soran 120 pCi/kg *C-2-deoxigliikozt és 20
U/kg inzulint injektaltunk az egerek jugularis vénajaba. A vércukorszint valtozasat a
kovetkezd 15-30 percben nyomon kovettiik. 30 perc mulva az allatok cervikalis diszlokéciot
kovetd haladla utan, a vizsgéalatokban felhasznalt szerveiket eltdvolitottuk, lemértiik a
szervdarabok tomegét, és azokat 0.5 mL 1 M NaOH-ban lizaltuk (70°C 60 perc). A
lizatumokat Aqualight HIBEX (PerkinElmer Life Sciences, Hollandia) szcintillacios
folyadékkal 0Osszekevertiik, majd Wallac szcintillacios szamlalo segitségével lemértiik
(PerkinElmer, Waltham, MA, Amerikai Egyesiilt Allamok).

A hasnyalmirigy glikogén tartalmanak hisztokémiai vizsgalata

A hasnyalmirigy szovet glikogén tartalmat PAS-festéssel (Periodic Acid Schiff) hataroztuk
meg. A mikroszképos vizsgalatokat Zeiss Axioscope 20 mikroszkoppal végeztiik Plan
NEOFLUOR 40x objektiv alkalmazasaval. A képeket Leica Application Suite V4.8
szoftverrel dolgoztuk fel. A glikogén mennyiségét a festés intenzitasanak mérésével (Image J
szoftver) hataroztuk meg, mikor is az intenzivebb PAS fest6dés egyenesen aranyos a

magasabb glikogén tartalommal.

Inzulin immunhisztokémia és szigetméret meghatarozas

Az inzulin detektalasara inzulin-specifikus tengerimalac poliklonalis antitestet (DAKO,
Glostrup, Dania; 1:100) hasznaltunk, majd mosast kovetéen Envision one-step polymer HRP-
vel (BioGenex Fremont CA, Amerikai Egyesiilt Allamok) inkubaltuk a metszeteket. A
szinreakcio kifejez6déséhez szubsztratként nikkel 3,3’-diaminobenzidin tetrakloridot (Ni-
DAB) alkalmaztuk. 2 perc reakciot 50 mM Tris-HCl-ban (pH 7.4) torténé 6blités kovetett,
majd a szint 2 perces 2% kobalt kloridban toérténé inkubalassal mélyitettiik el. 1% metilzold
oldattal hattérfestést végeztiink. Minden futasban alkalmaztunk negativ immunhisztokémiai
kontrollt. A mikroszkopos vizsgalatokhoz Zeiss Axioscope 20 mikroszkopot hasznaltunk. A
képeket Leica Application Suite V4.8 szoftver segitségével értékeltiik. A szigetméretet Image

J szoftver alkalmazasaval mértiik le és pm?-ben adtuk meg.

Sejtkulturak

HepG2 human hepatokarcinoma és C2C12 egér mioblaszt sejtvonalakat az ATCC-tdl
(Manassas, VA, Amerikai Egyesiilt Allamok) szereztiik be. A diabétesz mellitusz 4ltal
indukalt magas vércukorszint eléréséhez a 25 mM gliikkoz tartalmt médiumot hasznaltuk, mig

a normalallapotot az 5.5 mM glikoz tartalmu médium alkalmazasaval demonstraltuk. A
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MIN6 egér inzulinoma sejtvonalat Dr. J. Miyazaki (Osaka Orvosi Egyetem, Japan)
biztositotta és Dr. P. Halbantol (Genfi Egyetem Orvostudomanyi Kar, Svéjc) szereztiik be. A
MING sejteket 25 mM gliikéz tartalmia DMEM médiumban tartottuk fenn, a sejtek kezelését
¢s mérését 5.5 mM gliikoz tartalmtt DMEM médiumban végeztiik. A mérések a kezeléseket
kovetden az indikacid szerinti 1 vagy 2 napon beliil torténtek. A Wortmannin nevii PI3K

inhibitort pedig a GF inhibitorokkal torténd kezelés utolso 6rdjaban adtuk a sejtekhez.

Biokémiai glikogén meghatarozas

KOH-etanolos mddszer segitségével végeztiikk a glikogén extrakciojat, majd fenol-kénsavas
modszerrel meghataroztuk a glikogén mennyiségét. A mintak abszorbanciajat 10-30 percen
beliil 450 nm-en lemértiik. A kapott értékeket a mintak fehérjetartalmara normalizaltuk sejtek

esetében, az egerek esetében pedig a majdarab nedves tomegét vettiik alapul.

RNS izolalas, reverz transzkripcié és RT-gPCR

A sejtekbdl total RNS-t izolaltunk TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, Amerikai Egyesiilt
Allamok) reagens alkalmazasaval, kovetve a gyartd utasitisait. Az RNS 2 pg-jat hasznaltuk
fel reverz transzkripcidhoz (RT), majd tizszeresen higitott cDNS mintakat hasznaltunk a valds
1deji kvantitativ PCR (qPCR) reakcidhoz, melyhez qPCR Supermixet (QPCRBIO SyGreen
Mix, Nucleotest Bio Kft., Magyarorszag) és a vizsgalni kivant gének primerjeit hasznaltuk.
Az RT-gqPCR-t Light-Cycler 480 II késziilékkel (Roche Applied Science, Penzberg,
Németorszag) végeztiik. A génexpresszid normalizalasa harom kontroll gén (B-aktin,

ciklofillin, 36B4 és/vagy GAPDH) geometriai atlagara tortént.

Fehérje extrakcio és Western blot

A HepG2 sejtek és egér maj homogenizatumok lizalasa RIPA pufferben tortént. A MING
sejtek lizalasa homogenizald pufferrel tortént. A MING sejtek homogenizalasa, majd
centrifugéldsa utan a feliiliszo a citoplazmatikus frakciot, a pellet pedig a nukleéris frakciot
tartalmazta. A pellet tovabbi izolalasi Iépéseket igényelt.

A kapott fehérjék molekulatomeg szerinti szétvalasztasat 10-12%-0s SDS-PAGE-sel
végeztiik, amirél a fehérjéket nitrocellul6z membranra transzferaltunk blottolds soran. A
megfeleld antitestekkel jelolt blottokon Fluorchem FC2 Imager késziilékkel detektaltuk a

kemilumineszcens jelet. A denzitometralast Image J szoftver alkalmazéasaval végeztiik.



Az oxigénfogyasztas és az extracellularis savasodas meghatarozasa

Az HepG2 oxigénfogyasztasanak (oxygen consumption rate -OCR, a mitokondrialis oxidéacio
mérése) meghatarozasa XF96 oximéter (Agilent Technologies, Santa Carla, Kalifornia,
Amerikai Egyesiilt Allamok) segitségével tortént. Az OCR alapvonal felvétele utan a sejtek
3 uM KB228 GF inhibitort kaptak. Ezt kdvetden oranként mértiikk az OCR értékét. Az utolsd
adat rogzitése 8 oraval a kezelés utdn tortént. Az adatokat a fehérje mennyiségére
normalizaltuk.

Az OCR és a pH értékének (extracellular acidification rate -ECAR, glikolizis mérése)
valtozasat MING6 sejtekben szintén XF96 oximéter segitségével mértiik, ahol a MING6 sejteket
a mérést megel6z6 1 vagy 2 napig kezeltiik. Az alapvonal felvétele utan az OCR és ECAR

értékeit 3 percenként rogzitettiik 1 oran keresztiil.

Konfokalis mikroszkopia

A MING6 sejteket iiveg fed6lemezeken ndvesztettik 1 napig, majd egy ¢éjszakan at
gliikkézmentes médiumban ¢heztettiik. Kovetkezd reggel a sejteket 500 uM fluoreszcens D-
gliik6z analoggal (2-NBDG) (Cayman Chemicals Company, Michigan, Amerikai Egyesiilt
Allamok) inkubaltuk, majd 5.5 mM gliikéz tartalmi DMEM médiumban hagytuk a sejteket 1
napra. Ezt kovette a metanolos fixalas, a mosas, majd a blokkolas. A jel6lés elsédleges
antitesttel (Inzulin receptor B, Cell signaling, 1:50) nedves kamraban 1 éjszakan at 4°C-on
tortént. A masodlagos antitesttel (Alexa Fluor® 647 szamar anti-nyul 1gG (H+L), Life
Technologies, 1:1000), torténd jeldltést, majd mosast kovetéen DAPI  magfestést
alkalmaztunk, majd rogzitettiik a lemezeket targylemezre. A képek elkészitése Leica TCS
SP8 konfokalis mikroszkopon HC PL APO CS2 63x/1.40 OIL immerzids objektivvel,
DMI6000 CS mikroszkopon tortént. A képek feldolgozasara LAS X 2.0.1.14392 szoftvert
alkalmaztunk. A masodlagos antitestek nem specifikus kotodését kontroll kisérletekben

ellenodriztik.

Elektronmikroszkopia

A GF inhibitor kezelést kovetden a sejtpelleteket ferrocianid-redukalt ozmium modszerrel
készitették eld elektronmikroszkopos vizsgalatra. A fixalas, mosas, dehidratalas, majd
beagyazast kovetéen kapott ultra vékony metszeteket JEOL 1010 transzmisszios
elektronmikroszképon vizsgaltuk. A képek 6000-10000x-es nagyitassal késziiltek Olympus
Veleta CCD kamera felhasznalasaval. A digitalizalt képeket Adobe Photoshop CS5 szoftver

segitségével kaptuk. A morfoldgiai analizist Image J szoftverrel végeztiik. A festés



specificitasanak ellendrzésére negativ kontrollt készitettek, ahol a sejtek egy része végigment

ugyanezen a folyamaton a kalium-ferrocianid hozzaadéasa nélkiil.

Az intracellularis Ca* koncentricio valtozasanak meghatarozasa

A MING sejteket liveg feddlemezeken ndvesztettiik és kezeltiik GF inhibitorokkal 1 illetve 2
napig. A kezeléseket kovetden a sejteket 5 pM Fura-2AM fluoreszcens Ca?* indikator
festékkel (Molecular Probes) toltottiik 90-120 percen at, majd a lemezeket fluoreszcens
mikroszkoppal vizsgaltuk (InCyte IM2 system, Intracellular Imaging Inc., Cincinnati, OH,
Amerikai Egyesiilt Allamok). A sejteket 340 és 380 nm-es fénnyel (excitacid) gerjesztettiik és
a képeket 510 nm (emisszid) hullamhossz felett készitettiik. A sejteket a stabil alapvonal
felvétele utan (min. 60 masodperc) 20 mM gliikdz oldattal indukaltuk.

Inzulin felszabadulas MING6 sejtekbol

Az inzulintermelés mérésére Mouse Insulin ELISA Kitet (Mercodia, Winston Salem, N.C.,
Amerikai Egyesiilt Allamok) hasznaltunk a gyartd utasitisainak megfeleléen. A sejteken
mérés elott lecseréltik a médiumot (5.5 mM gliikkéz tartalmi DMEM médium) és 2 perc
elteltével mintat vettiink beldle. A kapott értékeket a mintdk fehérjemennyiségére

normalizaltuk.

Gliikéz-indukalt inzulin felszabadulas mérése MING sejtekben

A MING6 sejteket 96 lyuk lemezen novesztettem ~80% konfluencia eléréséig. Az alap
inzulintermelés meghatarozasahoz 1 mM gliikkdz tartalmu puffert hasznaltunk. A sejteket 1
oran at 20 mM gliikéz tartalmi Krebs-Ringer foszfat pufferben indukaltuk. Az inkubald
meghatarozasara Mouse Insulin  ELISA Kitet alkalmaztunk. A kapott értékeket a

fehérjemennyiségekre normalizaltuk.

Total inzulin protein meghatarozasa MING6 sejtekben

MING sejteket kezelés utan begytjtottiik és a savas-etanolos extrakciot egy éjszakan at -20°C-
on veégeztiik. A kovetkezd nap a mintakat lecentrifugéltuk, a vizes oldatot két részre osztottuk.
Egyik részét Tris bazissal neutralizaltuk, majd tovabb higitottuk Insulin ELISA 0 kalibralo
oldattal és Mouse Insulin ELISA Kittel végeztik a meghatdrozast. A masik részét
fehérjekoncentraci6 mérésére hasznaltuk és a kapott értékeket a fehérjemennyiségekre

normalizaltuk.
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Transzfekcio és Luciferaz assay

5 ng PDX1 promoter konstruktot (-6500STF-1luc plazmid Marc Montminytdl (Salk Institute,
La Jolla, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok) és 1 pg B-galaktozidaz expresszids plazmidot
traszfektaltunk a sejtekbe 150 mM NaCl tartalmu Pei (Polyethylenimine) transzfekcios
reagens alkalmazasaval. A sejtek feltarasat kovetden a lizatumot centrifugalassal tisztitottuk,
és két részre osztottuk. EQy részét a B-galaktozidaz aktivitas méréséhez hasznaltuk. Masik
részét a luciferaz aktivitasanak méréséhez hasznaltuk fel és Victor Luminescence Reader
(PerkinElmer, Waltham, MA, USA) késziilékkel detektaltuk. A Luciferaz aktivitast a -

galaktozidaz aktivitasra normalizaltuk.

Glikogénkoto fehérjék in silico analizise
A glikogénnel potencialisan kapcsolddd fehérjék listajat tartalmazd adatbazis az UniProt
adatbazis tobbszoros lekérdezésébdl all ossze (http://www.uniprot.org). A kapott listat

manualisan feliilvizsgaltuk, €s a listaban szereplé redundancidkat toroltiik.

Statisztikai analizis

A statisztikai szignifikanciat két csoport kozott — kezelt és kontroll csoport — Student t-teszttel
hatdroztuk meg. 3-5 csoportbol 4ll6 elrendezések esetén — kontroll és tobb inhibitor —
egytényez0s ANOVA tesztet végeztiink Tukey-féle HSD probaval. A hibasavok a +
kozépérték kozepes hibdjat mutatjak meg (SEM).

* xR gs **F* a gzignifikans kiilonbségeket abrazoljak a kontroll és a kezelt csoportok kozott,

ahol p <0.05, p <0.01 vagy p <0.001, a jelzéseknek megfelelen.
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EREDMENYEK

A KB228 jelii glikogén foszforilaz inhibitor in vive alkalmazdsinak meghatarozdsa

A KB228 kezelés csokkentette a vércukor szintet 30 perccel a kezelés utan, és ez a hatas 6
oran keresztiil fennmaradt. Ez egybefiigg a m4j glikogén mennyiségének novelésével. Mindez
a KB228 kezelés hatékonysagat igazolta. A HFD (magas zsirtartalmu diétan tartott)
egerekben a maj glikogén mennyiségének szignifikans novekedését figyelhettiik meg. Mindez

alatamasztotta a hatékony glikogén foszforilaz (GF) gatlast.

A KB228 hatdsa az energia haztartdsra

Indirekt kalorimetrids vizsgalatokban a KB228 hatasara emelkedett az oxigén fogyasztas
(VO2) normal egerekben, ami fokozott anyagcserére utalt. Ez Gsszhangban volt a 1égzési
hanyados (RQ) értékének novelésével, ami fokozott gliikdz oxidaciora engedett kovetkeztetni.
Ezekkel az eredményekkel parhuzamosan a KB228-kezelt egerek gliikkdz toleranciaja javult.
A radioaktiv gliikkdz felvételének mérése Soran kideriilt, hogy a gliikkoz felvételéért felelds
szerv a maj.

A HFD egerek KB228 kezelése hasonld eredményeket hozott az oxigénfogyasztas és 1égzési
hanyados értékének emelkedése, valamint a gliikéz tolerancia javuldsa terén. Azonban e
valtozasok mértéke kisebb volt a normal egerekhez képest. Ez azzal magyarazhat6, hogy a

KB228 GF inhibitor hatékonysaga csokken hiperglikémias koriilmények kozott.

A KB228 kezelés indukalta az UCP2 expresszigjat

Az in vivo adatok a maj befolyasoltsagara utaltak KB228 kezelés soran, ezért vizsgalni
kezdtiik a HepG2 sejteket, mint a méj sejtes modelljét, normal (5.5 mM) és magas (25 mM)
gliikoz tartalom mellett. A glikogén mennyiség itt is emelkedett, alatdmasztva a KB228
inhibitorral torténd hatékony GF enzimgatlast. Tovabba, a KB228 kezelés fokozta a
mitokondrialis oxidacidt normal koriilmények kozott. A valtozas elhanyagolhatd volt magas
gliikkoz szint esetén, hasonldan az in vivo kisérletekben tapasztaltakhoz. RT-qPCR kisérletek
soran a KB228 kezelés hatasara az UCP2 szétkapcsold fehérje génexpresszidjanak
nagymértékli novekedését figyelhettik meg. A KB228 GF inhibitor a kezelés hosszatol
fliggden indukalta az UCP2-t mind mRNS, mind fehérje szinten, és ¢ tekintetben is Kisebb
volt a valtozas hiperglikémias koriilmények kozott. Ezt kdvetden a sejtes modelleken 8 oras
KB228 kezelést alkalmaztunk. Ugyanezen paraméter in Vivo vizsgalata soran azt talaltuk,

hogy a KB228 kezelés mRNS és fehérje szinten is indukalta az UCP2 expressziojat mind
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normal, mind HFD egerek majmintaiban. A vazizomszdvet UCP2 indukcidjanak tekintetében
normdl egerekben nem volt megfigyelhetd valtozas, HFD egerekben kétszeres novekedést
tapasztaltunk, mig C2C12 sejtekben hatszoros novekedést figyelhettiink meg KB228 kezelés
hatasara. Ebbdl kifolydlag mas gliikoz analog GF inhibitort (TH, Ki=5.1 uM, NV50, Ki=3 uM
és NV76, Ki=0.47 uM) is leteszteltiink HepG2 sejteken normal gliikkoz koncentracié mellet.
Ezek a GF inhibitorok hatékonyan gatoltak a GF enzim miikodését, ami tiikr6z6dott a sejtek
glikogén mennyiségének novekedésében. Tovabba, koriilbeliil a duplajara emelték az UCP2
génjének expresszidjat, a KB228-hoz hasonléan. Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy az
UCP2 indukcié nem egy KB228-specifikus hatds, hanem maga a GF gatlasa véltja ki. Ezen
GF inhibitorok hatékonysaga egyenesen aranyos az inhibitor allandojukkal (Kj).

A KB228 kezelés aktivalta az mTORC2 enzimkomplexet

Tovabbi metabolikus valtozasok utan kutatva tobb, az energia homeosztazisban fontos
szerepet jatszd protein kindz aktivitasat vizsgaltuk. Ezek kozott volt az mTORC2, melynek
aktivalodasat az Akt foszforilacidjan keresztiil vizsgaltuk. KB228 kezelés hatasara az Akt
mTORC2-specifikus helyének (473-as szerin) foszforilaltsaga novekedett, mig a

foszforilalatlan Akt szintje csokkent.

A glikogén jelenléte f sejtekben

Hogy betekintést nyerhessiink a glikogén és az aktiv glikogén anyagcsere jelenlétére
sejtekben, MING6 inzulinoma sejteken végeztiink vizsgalatokat. A glikogén részecskék
jelenlétét konfokalis mikroszkdpia segitségével igazoltuk. A 2NBDG fluoreszcencidjanak
detektalasaval kiilonb6z6 méretli glikogén szemcséket figyelhettiink meg a MING sejtekben.
A MING sejteket struktarajukban kiilonbozé GF inhibitorokkal 1 napig kezeltiik. Ezek kozott
volt gliikkoz analog (KB228, BEVA335) és heterociklusos (CP-316819) inhibitor, melyeket a
Ki értékiikh6z kozeli koncentracidban alkalmaztuk. A glikogén mennyiségét biokémiai
modszerrel hatdroztuk meg. Mindegyik GF inhibitor novelte a glikogén mennyiségét, amibdl
aktiv glikogén metabolizmusra lehetett kovetkeztetni a MIN6 sejtekben. A glikogén
mennyiségének novekedését megfigyelhettiik normal és HFD egerek Langerhans szigeteiben
is KB228 kezelésének hatasara. Kovetkezd 1épés a MING6 sejtek elektronmikroszkdpos
analizise volt, mely soran azt is megfigyelhettiik, hogy a GF enzim gétlasa 1 nap utdn nem

csak a glikogén mennyiségét, hanem a glikogén szemcsék méretét is novelte.

13



A glikogén szerepe MING sejtekben

Azt feltételeztiik, hogy a glikogén mennyiségének ¢s méretének novekedésével kialakulhat a
sejtekben egy olyan feliilet, melyhez B sejtek mitkodésében fontos fehérjék kapcsolodhatnak.
Végeztiink egy in silico elemzést, mely soran tobb mint 100 potencialis glikogén-koto fehérjét
azonositottunk. Fontos kiemelni, hogy ezek ko6zott vannak az IR, mTOR és Akt jelatviteli
utvonalak fehérjéi. Mindezek fényében az IR és a glikogén szemcsék kozotti feltételezhetd
kapcsolatot kezdtiik vizsgalni. Mindenek el6tt meghataroztuk az IRP lokalizaciojat MIN6
sejtekben immunfluoreszcens mikroszkdppal, mely mas tanulmanyokhoz hasonldéan pottyos
mintazatot mutatott. Ezt kovetden konfokalis mikroszkop segitségével megallapitottuk, hogy

az IR alegysége a glikogén szemcsékkel egyiitt helyezkedik el MING sejtekben.

A glikogén foszforildaz inhibitorok aktivaltik az inzulin jeldtvitelt MING sejtekben

A GF gatloszerekkel 1 napig kezelt MING6 sejtekben az inzulin receptor f (IRB) 1345-6s
tirozin oldallancanak foszforilacidja, vagyis aktivitasa fokozodott. Ezt kovette az IR
downstream effektorjainak aktivalodasa is. Az mTORC2 aktivalodast a foszfo-Akt (Szerin
473) szintjének novekedése révén, az mMTORCL indukciot pedig a foszfo-p70S6K (treonin
389) szintjének emelkedése révén azonositottuk. Az IR/PI3K/Akt utvonal tovabbi
downstream effektora a hasnyalmirigy B sejtek szabalyozasdban kozponti szerepet jatszo
PDX1 transzkripcios faktor. A Pdx1 promoter aktivitasa és a PDX1 génexpressziods szintje is
novekedett GF inhibitorok alkalmazasa soran, ami a PDX1 fehérje szintjének ndvekedéséhez

vezetett a citoplazmaban, de még kifejezettebben a sejtmagban. A novekedési és talélési

crer

crer

mérete szignifikdnsan nott.

Tovéabba, a PDX1 magi transzlokacidja stimuldlja az inzulin expresszidjat, igy ezt kdvetden a
B sejtek inzulin termelésére fokuszaltunk. GF gatlas hatasara novekedett az inzulin mRNS és
fehérje mennyisége, csakiigy, mint a nem gliikoz-indukalt és a gliikkéz-indukélt inzulin
felszabadulas. Szerettiik volna bizonyitani azt, hogy a GF inhibitorok altal kivaltott biokémiai
valtozasokban az IR jelatviteli Gtvonal befolyéasoltsiga valdoban szerepet jatszik. Ennek
érdekében PI3K-specifikus gatloszert, a wortmannint alkalmaztuk szintén MIN6 sejteken. A
wortmannin kezelés megsziintette vagy az ellentétére forditotta a GF inhibitorok altal kivaltott
hatasokat, értem ezalatt a PDX1 és inzulin mRNS illetve fehérje szintjének novekedését,

valamint a nem gliikdz-stimulalt inzulin felszabadulast.
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A KB228 és a CP-316819 fokozta a g sejtek miikodését

A B sejtek 6 funkcidja az inzulin szekrécidé. A GF inhibitorok kéziil a BEVA335-nek nem
volt egyértelm hatdsa a MING sejtek inzulin felszabaduldsara. Ezért tovabbi kutatasainkban a
BEVA335 vegyiiletet mar nem alkalmaztuk. A sejtek kezeléséhez csak a KB228 és a CP-
nap), mint az elézéekben végzett kisérletek (1 nap) esetében. A KB228 és a CP-316819
fokoztak a glikolizist és a mitokondridlis oxidaciot MIN6 sejtekben. A B sejtekben a
mitokondrialis  aktivitds révén novekedik az ATP mennyisége, ami a sejtek

depolarizacidjahoz, majd az ezt kovetd fesziiltség-fiiggd Ca?*-csatorndk nyitddasihoz vezet.

crer

crer

gliikdz-stimulalt inzulin szekréciot figyelhettiink meg MING6 sejtekben. Kivancsiak voltunk
arra, hogy a KB228 kezelés milyen hatdssal van az egerek inzulintermelésére. A kezelt
egerekben a szérum inzulin szint ndvekedd tendenciat mutatott, foként magas zsirtartalmu

diétan tartott egerek esetében.
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MEGBESZELES

A disszertacioban glikogén foszforildz (GF) inhibitorok metabolikus hatésait jellemeztiik.
Kutatasunk elsé részében a KB228 vegyiiletet vizsgaltuk. Mas GF inhibitorokkal végzett
régebbi kutatdsokhoz hasonléan a KB228 ndvelte az oxigén fogyasztast, csokkentette a
vércukorszintet €s fokozta a maj glikogén mennyiségét. A KB228 hatékonysagat a magas
gliik6z tartalom csokkentette. Azt feltételezziik, hogy a gliikdz motivumot tartalmazo KB228
kompetitiv gatlds révén verseng a gliikozzal a GF katalitikus centruméhoz kapcsolodasért. igy
a glilk6z mennyiségének novelése csokkentheti a KB228 affinitdsat a GF enzimhez.

A vércukorszint csOkkenése a gliikoz szovetekbe jutdsa révén valosulhat meg, és ebben a
majnak van a legfébb szerepe. Ezt radioaktivan jelolt gliikozzal végzett kisérletben igazoltuk,
ahol a KB228 kezelés hatasara szignifikansan nétt a maj glikkozfelvétele. Habar a vazizom
szerepe itt nem volt kiemelked6, mas kutatok szerint a GF inhibitorral kezelt patkanyok
oxigénfogyasztasa nétt a gliikkozfelvétel novekedésének elmaradasa ellenére. Tovabba leirtuk
az UCP2 indukcidjat egér vazizomban és egér mioblaszt sejtekben, ami valosziniileg
hozzajarul a gliikoz felhasznalasahoz.

Az UCP2 mRNS sokféle szovetben jelen van és az UCP2 szabalyozasa mind transzkripcids,
mind transzlacids szinten megvalosulhat. Az UCP2 evollcids szerepe és bioldgiai funkcioja
maig vitatott, habar e fehérje rovid felezési ideje arra utal, hogy alkalmas a gyors bioldgiai
reakciok szabalyozasara. Elhizas soran a megndvekedett UCP2 expresszid egy adaptiv valasz
a megnovekedett zsirsav B-oxidaciora és ROS termelésre. Tovabba egyre tobb bizonyiték
van az UCP2 jotékony hatdséara, ezalatt értve a mitokondridlis 1égzési lanc tdmogatasat, a
ROS termelés és zsirsav felhalmozodas csokkentését, melyek hozzajarulhatnak az UCP2
gyulladascsokkentd és zsirmaj kialakulasat megel6z6 hatasaihoz. A mi szempontunkbol
fontos, hogy a magas vércukorszint melletti nagymértékii glilkozbearamlas a sejtekbe
mitokondrialis szabadgyokok képzdsédéhez vezet azaltal, hogy gétolja a mitokondridlis
1égzési lanc miikodését. A mitokondriumok miikodési zavara pedig anyagcsere betegségek
(pl. 2-es tipusu diabétesz mellitusz (T2DM)) Kialakulasahoz vezetnek. Eppen ezért
feltételezhetd, hogy a KB228 altal indukalt UCP2 feloldhatja a mitokondrialis 1€gzési lancban
okozott gatat. A talzott gliikozbevitel okozta protonterhelést ellensulyozza az UCP2 altal
kozvetitett protoncsorgds, igy védve meg a sejtet az oxidativ stressztol. Tehat a GF gatlas nem
csupan a gliikéz felvételét és a mitokondrialis oxidéaciot fokozza, de az UCP2 indukcidjan
keresztiil hozz4ajarul az oxidativ karosodas fennallo veszélyének megsziintetéséhez.

Szamos GF inhibitort terveztek és teszteltek a T2DM kezelése érdekében. Korabbi

tanulmanyokban a GF farmakoldgiai gatlasa javitotta a magas vércukorszintet diabéteszes
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allatmodellekben, habar ezen inhibitorok hosszu tava alkalmazasa karos hatasokat valtott ki.
Zsir és glikogén felhalmozodast figyeltek meg a madajban, melyek jellemzdéen a glikogén
tarolasi betegségek tiinetei. A mitokondrialis oxidacio ¢és az UCP2 aktivéalas elonyei
felhasznalhatok lehetnek e karos hatdsokkal szemben a GF inhibitorok hosszi tava
alkalmazésa soran.

A KB228 aktivalta az mTORC2-t. Az mTOR jelatvitel szdmos anyagcsere betegséggel
(elhizas, cukorbetegség, rak) all kapcsolatban. Az inzulin jelatviteli utvonaldn aktivalodo
mTORC?2 aktivalja a legfontosabb protein kinazokat, koztik az Akt-ot. Knockout egereken
végzett vizsgalatokban kimutattak, hogy az mTORC2 miikddése nagyon fontos szerepet tolt
be a maj gliikoz és lipid homeosztazisanak szabalyozasaban az Akt aktivalasan keresztiil. A
KO egerekben az mTORC2 hidnya miatt elmaradt az Akt 473-as szerin oldallancon torténd
foszforilacioja és csokkent a gliikokinaz aktivitasa. Mindez fékezhetetlen gliikkoneogenezist és
a glikolizis mérséklését idézte eld, ami szisztémas hiperglikémidhoz és hiperinzulinémidhoz,
tovabba gliikkdz intolerancidhoz és inzulin rezisztencidhoz vezetett. Mas kutatdsokban azt
allapitottdk meg, hogy a rapamicin (mTOR inhibitor) krénikus alkalmazasa drdmaian
sulyosbitotta a T2DM metabolikus tiineteit. A rapamicin hossza tavu alkalmazésa soran nem
csupan az mTORCI1, de az mTORC2 komplexet is gatolta. Ez megakadélyozta az inzulin
gliikoneogenezisre gyakorolt szupresszidjat, ami fokozta a gliilkdz intoleranciat €s az inzulin
rezisztenciat. A kérdés, hogy hogyan aktivalja a KB228 az mTORC2-t, még nyitott, de
feltételezhetden az inzulin jelatvitelen keresztiil, vagy egyszerlien a glikoz felvétele
befolyasolja az mTOR jelatvitelt, melynek soran a sejtek érzékelik a gliikkoz mennyiségének
emelkedését és megkezdik a glikogén raktarozast.

A GF gatlasa soran okozott mTORC2 aktivalas, és még annal is fontosabb, az mTORCI1
indukcid a hasnyalmirigy P sejtekben is megfigyelhetd volt. KB228, BEVA335 és CP-316819
inhibitorok indukaltdk az inzulin receptor jelatvitelt, habar a CP-316819 hatasa szinte minden
tekintetben messze elmaradt a KB228 és BEVA335 gatloszerek mellett. Szamos kutatas
szerint az mMTORCI1 kulcsfontossag a [ sejtek novekedéséhez, proliferaciojahoz,

regeneralodasahoz illetve a magas vércukorszint €s inzulin rezisztencia altal kivaltott B sejt

crer

crcr

enzim gatlasa aktivalta a 2 jol ismert ndvekedési €s tilélési szignalt, az Akt enzimet a PDX1
transzkripcids faktort, mely magyarazatot adhat az egerek hasnyalmirigy Langerhans
szigeteinek GF gatlas hatasara bekovetkezd méretnovekedésére.

A cukorbetegség kutatdsanak legfobb célja, hogy megtalaljak a modjat, hogyan lehetséges az

crer
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nem csak a majban és a vazizomban van szerepe a GF enzim gatlasanak, hanem a B sejtekben
1s. Az eredményeink arra utalnak, hogy B sejtekben a glikogén mennyiségének kismértéki
novekedése jotékony hatdssal van a B sejtek mikodésére. A GF inhibitorok proliferaciot
serkentd hatdsa viszont aggodalomra adhat okot. Bar ezt megerdsitd vizsgalatok nincsenek,
né¢hany kutatdsban a GF inhibitorok anti-proliferativ hatdsat tapasztaltdk hasnyalmirigy
adenokarcinoma és mas tumoros sejteken, ami azt sugallja, hogy a GF inhibitoroknak
citosztatikus hatasa van daganatos sejtekre. A mi eredményeink azt mutattak, hogy habar a
KB228 kezelés kismértékben, de szignifikdnsan novelte a Langerhans szigetek méretét
kezelés (1-14 nap) utan sem, egyik inhibitor (KB228, BEVA335, CP-316819) esetében sem.
A proliferacios hatason kiviil, a GF gatlasa B sejtekben fokozta az inzulin traszkripciojat és
megemlitenem azt, hogy a PDX1 ¢és az mTORCI1 indukcidja nagyban hozzajarul ezekhez a
folyamatokhoz.

A GF gatlasa olyan biokémiai valtozasokat idézett eld, melyekhez szorosan kothetdek az
inzulin jelatvitel szerepldi, konkrétabban az IR-PI3K kaszkdd. Ezt igazoltuk a PI3K inhibitor,
a wortmannin alkalmazéasaval, ami megsziintette a GF inhibitorok altal okozott valtozasokat
(PDX1 és inzulin expresszidjanak novekedése, nem-stimulalt inzulin szekréciod fokozasa).
Mindezek mellett, a KB228 és CP-316819 GF inhibitorok alkalmazasa soran fokozodott a
glikolizis és a mitokondridlis oxidacié mértéke, valamint ndvekedett a kalcium bearamlésa 3
sejtekbe. Ezek a folyamatok a gliikoz-stimulalt inzulin szekrécio Gtvonalanak f6 pillérei, és
nem meglepé modon a GF inhibitorok, a KB228 szignifikansan, novelték az inzulin
szekréciojat in vitro, mig az in vivo vizsgalatokban latott névekedd tendencia is biztato lehet a
jovore nézve. A GF inhibitorok gliikdz-indukalt inzulin szekréciora tett hatasaval
kapcsolatban nem tudunk pontos magyarazatot adni. Valosziniileg az altalunk és mas
tanulmanyokban 1is tapasztalt mitokondrialis aktivitds novelése a kulcs. Emellett egyszer(i
magyarazatot biztositana az IR jelatvitel bekapcsoldsa, mely fokozhatja a mitokondridlis
tartott (tobb, mint 2 napig), mig az IR jelatvitel aktivalasa csak az 1 napos kezeléseknél volt
tapasztalhat6. Tovabba a PI3K gatlasa csak kis mértékben csokkentette a GF inhibitorok
okozta inzulin szekrécidés novekedést. Mindez twjra felveti a még ismeretlen utvonal(ak)
befolyasoltsagat a GF inhibitorok hatasmechanizmuséaba.

Tobb tanulmany is hangstlyozza a glikogén fiziologiai szerepét P sejtekben. A kapott
eredmények viszont ellentmondasosak. Egyesek szerint  sejtekben gliikozhiany soran a

glikogén lebontdsa biztositja a glikolizishez sziikséges gliikozt, igy tamogatva a
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mitokondrialis oxidaciot, majd a késébbi inzulin termelést. Magas vércukorszint esetén, pl.
cukorbetegségben, a glikogén felhalmozodasa B sejtekben viszont gliikotoxicitashoz vezet.
Nemrégiben az elébbieknek ellentmondva azt tapasztaltik, hogy a glikogén felhalmozodas
onmagaban nem elegendd a B sejt miikodési zavaranak és halalanak eléidézéséhez, illetve a
diabéteszes allapot romlasahoz, sét mi tobb, a glikogén metabolizmus egyaltalan nem fontos a
B sejt miikodésében. Ezen ellentmondasokat figyelembe véve, a mi eredményeink alapjan ugy
véljiik, hogy az altalunk alkalmazott GF inhibitorok novelték ugyan a glikogén mennyiségét,
de joval kisebb mértékben, mint a fent emlitett tanulmanyokban. A maéshol tapasztalt
nagymértéki glikogén felhalmozodas, mely szamos tutvonalat gatolt és felelds volt a
gliikotoxicitasért, a mi modelljeinkben nem volt megfigyelhetd. Mostanaig a glikogénre csak,
mint gliikoz raktar tekintettek, mig mi szeretnék egy 0j perspektivat felkinalni a glikogén
szerepével kapcsolatban. Ugy véljiik, hogy a glikogén szemcsék feliiletének novekedése
hozzajarult az IR jelatvitel indukaldsahoz. Hogy maga a glikogén valtotta ezt ki, vagy
inkabb a glikogén egy feliiletet biztositott az IR utvonal elemei részére, nem tudjuk pontosan.
A sejtekben mds nagyméretli polimerek esetében is megfigyelték mar, hogy képesek
interaktiv feliiletet biztositani a nagymeéretii fehérje komplexek szamadra.

A leirtakat 0sszegezve, az eredményeink ravilagitanak arra, hogy a kiilonb6z6 struktaraja GF
inhibitoroknak sokkal tobbféle hatasuk van, mint egyszeriien a glikogén lebontasanak gatlasa.
A majat illetéen az eredményeink alapjan a glikogén anyagcsere Osszefligg az mTORC2
jelatvitellel és a mitokondrialis miikodéssel, ezért gy gondoljuk, a GF enzim egy komplex
metabolikus szabalyozési rendszer részét képezi, amely alkalmazhato lehet a cukorbetegség
kezelésében. A hasnyalmirigy B Sejtekben a GF farmakologiai gatlasa és az ebbdl fakado
novekedés a glikogén mennyiségében 0sszefiigg az inzulin jelatviteli Gtvonallal és a gliikoz-
indukélt inzulin szekrécioval. Ezen eredmények az eredetitdl eltérd 0 megvilagitasba
helyezik a GF inhibitorokat, vagyis nem csak a m4j altal felszabaditott gliikkoz mennyiségét
képesek gatolni a 2-es tipust diabétesz mellitusz soran, hanem felvetik annak lehetdségét,
hogy a GF inhibitorok javitjak a B sejt miikodését T2DM-ban. A GF inhibitorok klinikai
vizsgalata a fazis Il utan megallt, és ennek okat eddig nem kozolték. A kutatasaink viszont
arra engednek kovetkeztetni, hogy a GF inhibitorok ritka, vagy alacsony dozisu adagolasa az
anyagcserében fontos jelatviteli ttvonalakat céloz meg és nem valtja ki a régebben tapasztalt

karos hatasokat, mint a hipoglikémia vagy glikogén tarolési betegségek.
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OSSZEFOGLALAS

A glikogén anyagcsere szabalyozasaban fontos glikogén foszforildz enzimnek nagy
szerepe van a maj gliikoz termelésének szabalyozéasaban, igy a 2-es tipusu cukorbetegség
kezelésének egyik potencialis célpontja.

A KB228 jelii glikoz analég GF inhibitor in vivo és in vitro vizsgalatat végeztiik
normal és hiperglikémias koriilmények kozott. Az in vivo KB228 kezelés hatasara novekedett
a maj glikogén mennyisége, ami dsszefliggésben van a maj glikoz felvételének szignifikans
novekedésével. A normdl és magas zsirtartalma diétan tartott egerek glikogén foszforilaz
inhibitorral torténd kezelése az oxigénfogyasztas emelkedéséhez ¢és a glilkoéz tolerancia
javulasdhoz vezetett. Megjegyzendd, hogy a valtozds mértéke kisebb volt az elhizott
egereknél, ami feltehetdleg azzal magyarazhat6, hogy a KB228 gliik6z motivuma verseng a
gliikozzal a glikogén foszforilaz enzimhez vald kapcsolodasért, igy magasabb gliikkozszint
esetén csokken a glikogén foszforilaz inhibitor hatékonysaga. HepG2 sejtekkel végzett
kisérletek soran a KB228 kezelés fokozta a mitokondrialis aktivitast és az UCP2 expressziot.
Az UCP2 indukcidja az egerek mdjaban, sét harantcsikolt izomszovetében és C2CI12
mioblaszt sejtekben is kimutathaté volt, ami a vazizom KB228-indukalt fokozott gliikkoz
oxidacioban vald részvételére utal. Tovabbi kutatasunk tdrgya a metabolikus valtozasok
hatterében allo jelatviteli Utvonalak feltérképezése volt, melynek soran kimutattuk az
mTORC?2 aktivalodésat glikogén foszforildz gatlas hatasara, mely hozzajarulhat a méj gliikk6z
termelésének csokkentéséhez, a gliikozfelvétel és a glikogén raktarozas fokozasahoz, ezéltal
javitva a cukorbetegség allapotan.

Egy masik kisérletsorozatban a glikogén foszforildz gatlas hatasait vizsgaltuk 3
sejteken in vivo és in vitro. A KB228 mellett egy szintén gliik6z analog BEVA335 jeld, és egy
strukturalisan eltérd CP-31819 GF inhibitort is alkalmaztunk. A glikogén foszforilaz gatlasa
soran a 3 sejtek modelljeként hasznalt MING sejtekben 1évé glikogén mennyisége, valamint a
glikogén szemcsék mérete is ndvekedett. Az inhibitorok alkalmazasa aktivalta az
IR/PI3K/Akt jelatviteli utvonalat, amit a PI3K specifikus gatldsaval is igazoltunk. Emellett
¢észleltiik az IRP glikogén szemcsékkel vald kolokalizéciojat, valamint azonositottuk az IR
jelatviteli utvonal résztvevoéit, mint glikogén-kapcsolt fehérjéket. A glikogén foszforilaz
inhibitorok fokoztak a gliikdz-indukalt inzulin felszabadulast, valamint novelték a Langerhans
szigetek méretét.

Eredményeink alapjan a glikogén foszforildz enzim komplex szabalyozé folyamatok részét
képezi, mely a jovoben felhasznéalhatd a cukorbetegség kezelésében.
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KOVETKEZTETESEK

- A glikogén foszforilaz enzim gatlasa fokozza a mitokondrialis oxidaciot és javitja a
gliikoz toleranciat egerekben.

- Hasnyalmirigy B sejtekben a glikogén foszforildz farmakologiai gatlasa, a glikogén
szemcs€ék mennyiségének és méretének novelése révén, kapcsolatba hozhatdé az
inzulin jelatviteli utvonal indukcidjaval és a gliikoz-stimulalt inzulin szekrécio
novekedésével.

- A glikogén foszforilaz enzim nem csupdn a glikogén lebontast katalizalé enzim,
hanem feltételezhetéen egy komplex metabolikus szabalyozo6 rendszer része a majban,

az izomban és a B sejtekben egyarant.

KULCSSZAVAK

glikogén, glikogén foszforilaz, glikogén foszforilaz gatloszerek, 2. tipust cukorbetegség
mitokondrium, UCP2, AKT2, mTORC2, hasnyalmirigy B sejtek, PDX1, inzulin, inzulin

receptor, inzulin receptor jelatvitel

21



(] DEBRECENI EGYETEM

-
IP EGYETEMI £S NEMZETI KONYVTAR [IDD‘

Nyilvantartési szam: DEENK/115/2017.PL
Targy: PhD Publikécios Lista

Jelolt: Nagy Lilla

Neptun kéd: JLM2H9

Doktori Iskola: Molekularis Orvostudomany Doktori Iskola
MTMT azonositd: 10037938

A PhD értekezés alapjaul szolgalé kozlemények

1. Nagy, L., Marton, J., Vida, A., Kis, G., Bokor, E., Kun, S., Gonczi, M., Docsa, T., Téth, A., Antal,
M., Gergely, P., Cs6ka, B., Pacher, P., Somsék, L., Bai, P.: Glycogen phosphorylase
inhibition improves [béta]-cell function.

Br. J. Pharmacol. [Epub ahead of print], 2017.
IF: 5.259 (2015)

2. Nagy, L., Docsa, T., Szant6, M., Brunyanszki, A., Heged(s, C., Marton, J., Kénya, B., Virag, L.,
Somsak, L., Gergely, P., Bai, P.: Glycogen Phosphorylase Inhibitor N-(3,5-Dimethyl-
Benzoyl)-N'-(B-D-Glucopyranosyl)Urea Improves Glucose Tolerance under Normoglycemic
and Diabetic Conditions and Rearranges Hepatic Metabolism.

PLoS One. 8 (7), e69420-, 2013.
DOI: http://dx.doi.org/10.1371/journal. pone.0069420
IF: 3.534

Tovabbi kozlemények

3. Abdul-Rahman, O., Kristéf, E., Doan-Xuan, Q. M., Vida, A., Nagy, L., Horvéth, A., Simon, J.,
Maros, T. M., Szentkiralyi, |., Palotas, L., Debreceni, T., Csizmadia, P., Szerafin, T., Fodor,
T., Szénté, M., Téth, A, Kiss, B. K, Bacs6, Z., Bai, P.. AMP-Activated Kinase (AMPK)
Activation by AICAR in Human White Adipocytes Derivedfrom Pericardial White Adipose
Tissue Stem Cells Induces a Partial Beige-Like Phenotype.
PLOS One. 11 (6), 0157644, 2016. *
DOI: http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0157644
IF: 3.057 (2015)

Cim: 4032 Debrecen, Egyetem tér 1. ©# Postacim: 4010 Debrecen, Pf. 39. @ Tel.: (52) 410-443
E-mail: publikaciok(@lib.unideb.hu & Honlap: www.lib.unideb.hu

22



("’;‘ DEBRECENI EGYETEM [I ' ‘
/ EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR DD(

4. Fodor, T., Szanté, M., Abdul-Rahman, O., Nagy, L., Dér, A., Kiss, B. K., Bai, P.: Combined
Treatment of MCF-7 Cells with AICAR and Methotrexate, Arrests Cell Cycle and Reverses
Warburg Metabolism through AMP-Activated Protein Kinase (AMPK) and FOXO1.

PLOS One. 11 (2), 1-16, 2016.
DOI: http://dx.doi.org/10.1371/journal. pone.0150232
IF: 3.057 (2015)

5. Bai, P., Nagy, L., Fodor, T., Liaudet, L., Pacher, P.: Poly(ADP-ribose) polymerases as modulators
of mitochondrial activity.
Trends Endocrinol. Metab. 26 (2), 75-83, 2015.
DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.tem.2014.11.003
IF: 8.964

6. Szant6, M., Brunyanszki, A., Marton, J., Vamosi, G., Nagy, L., Fodor, T., Kiss, B. K, Virag, L.,
Gergely, P., Bai, P.: Deletion of PARP-2 induces hepatic cholesterol accumulation and
decrease in HDL levels.

Biochim. Biophys. Acta-Mol. Basis Dis. 1842 (4), 594-602, 2014.
DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.bbadis.2013.12.006
IF: 4.882

7. 8zanto, M., Brunyanszki, A., Kiss, B. K., Nagy, L., Gergely, P., Virag, L., Bai, P.: Poly(ADP-ribose)
polymerase-2: emerging transcriptional roles of a DNA-repair protein.
Cell. Mol. Life Sci. 69 (24), 4079-4092, 2012.
DOI: http://dx.doi.org/10.1007/s00018-012-1003-8
IF: 5.615

A kozl6 folydiratok osszesitett impakt faktora: 34,368
A kozI6 folydiratok dsszesitett impakt faktora (az értekezés alapjaul szolgalé kézleményekre):
8,793

A DEENK a Jelolt altal az iDEa Tudéstérbe feltoltott adatok bibliografiai és tudemanymetriai
ellenérzését a tudoményos adatbazisok és a Journal Citation Reports Impact Factor listaralapjan

elvégezte.

Debrecen, 2017.04.27.

Cim: 4032 Debrecen, Egyetem tér 1. # Postacim: 4010 Debrecen, Pf. 39. @ Tel.: (52) 410-443
E-mail: publikaciok(@lib.unideb.hu # Honlap: www.lib.unideb.hu

23



KONFERENCIA ELOADASOK ES POSZTEREK

Konferencia eloadasok

Mikoé E, Vida A, Kovacs T, Ujlaki Gy, Kovéacs P, Lovas B, Sari Zs, Janko L, Méarton J, Nagy
L, Bai P (2016) Diverz dtletek a mitokondrium kériil. Biotechnoldgiai nap, Debreceni
Egyetem

Marton J, Nagy L, Fodor T, Bhattoa Pal H, Bai P (2016) PARP2 interferes with skeletal
muscle cholesterol homeostasis and steroid metabolism. PARP Family and Friends, Cold
Spring Harbor, NY, USA

Fodor T, Miko E, Vida A, Kovacs T, Abdul-Rahman O, Nagy L, Trencsényi Gy, Bai P
(2015) New ways to revert Warburg-type metabolism. FEBS3+ meeting, Protoroz, Szlovénia

Szant6 M, Brunyanszki A, Marton J, Nagy L, Fodor T, Kiss B, Bai P (2014) The role of
PARP-2 in the regulation of SREBP1. MBKE 2014 Debrecen — eléadas

Nagy L, Docsa T, Toth A, Somsak L, Fodor T, Gergely P, Bai P (2014) Glycogen
phosphorylase inhibitors enhance pancreatic # —cell function and hepatic mitochondrial
metabolism. Annual Meeting of the Hungarian Biochemical Society, Debrecen, Magyarorszag

Fodor T, Szant6 M, Marton J, Nagy L, Bai P (2014) The analysis of AMPK activation in
MCF7 cell model. Seahorse training, Cambridge

Szant6 M, Fodor T, Nagy L, Marton J, Csumita M, Kiss B, Gergely P, Virag L, Bai P (2013)
Poly(ADP-ribose) polymerase enzymes in metabolic regulation. MET Vandrogytilés,
Budapest.

Konferencia poszterek

Nagy L, Marton J, Vida A, Kis G, Bokor E, Kun S, Gonczi M, Docsa T, Toth A, Antal M,
Gergely P, Csoka B, Pacher P, Somsak L, Bai P (2017) The role of glycogen phosphorylase in
p-cells. HunLifeSci 2017 Eger, Magyarorszag

Nagy L, Docsa T, Toth A, Somsak L, Fodor T, Gonczi M, Gergely P, Bai P (2015) Glycogen
phosphorylase inhibition has positive effect on metabolism. FEBS3+ Portoroz, Szlovénia

Szantd6 M, Brunyanszki A, Marton J, Nagy L, Fodor T, Kiss B, Bai P (2014) The role of
poly(ADP-ribose) polymerase enzymes int he regulation of cholesterol homeostasis Frontiers
in Metabolism: From Molecular Physiology to Systems Medicine EMBL Heidelberg 2014

Marton J, Szanto M, Nagy L, Fodor T, Kiss B, Bai P (2014) The role of poly(ADP-ribose)
polymerase-2 in the cholesterol homeostasis. MBKE Debrecen 2014

Fodor T, Szant6 M, Marton J, Nagy L, Bai P (2014) Study of anti-Warburg effect of AMPK
activators and antimetabolite drugs on MCF7 cell model. MBKE Debrecen 2014

Nagy et al., (2014) Beneficial metabolic changes induced by glycogen phosphorylase
inhibitor treatment. The FEBS-EMBO 2014 Conference, Paris, Franciaorszag.

24



Fodor T, Szant6 M, Marton J, Nagy L, Bai P (2014) Study of anti-Warburg effect of AMPK
activators and antimetabolite drugs on MCF7 cell model FEBS-EMBO Conference Paris,
France

Docsa T, Nagy L, Szant6 M, Hegediis Cs, Marton J, Konya B, Virag L, Somsak L, Gergely
P, Bai P (2013) Glycogen phosphorylase inhibitor N-(3,5-dimethyl-benzoyl)-N’-(5-D-
glucopyranosyl)urea improves glucose tolerance under normoglycemic and diabetic
conditions. Europhosphatase 2013 Rehovot, Izrael

Fodor T, Szanté M, Nagy L, Brunyanszki A, Kiss B, Gergely P, Virag L, Bay P (2013) The
role of PARP10 in metabolic regulation. MET Vandorgyiilés, Budapest.

Fodor T, Szanté M, Nagy L, Brunyanszki A, Gergely P, Virag L, Bai P (2013) The role of
PARP10 enzyme in mitochondrial metabolism. Hungarian Molecular Life Sciences 2013,
Siofok.

Nagy et al., (2012) Investigation of the effect of glycogen phosphorylase inhibitor N-(3,5-
dimethyl-benzoyl)-N-(5-D-glucopyranosyl)urea on energy homeostasis. MBKE Conference
on Signal Transduction, Esztergom, Magyarorszag

Nagy L, Docsa T, Szantd6 M, Brunyanszki A, Hegediis Cs, Marton J, Konya B, Virdg L,
Somsak L, Gergely P, Bai P (2012) Glycogen phosphorylase inhibitor N-(3,5-dimethyl-
benzoyl)-N’-(#-D-glucopyranosyl)urea induces energy expenditure. EMBL Diabetes and
Obesity Symposium, Heidelberg, Németorszag

A publikacid/prezentacid/poszter elkészitését a GINOP- 2.3.2-15-2016-00006 szamu projekt
tamogatta. A projekt az Eurdpai Unid tdmogatasaval, az Europai Regionalis Fejlesztési Alap

tarsfinanszirozasaval valosult meg.

25





