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1. Bevezet6

A Nemzetkézi Diabétesz Szovetség (International Diabetes Federation, IDF) legujabb
felmérése szerint a vilagon mintegy 463 millio ember szenved 2-es tipust cukorbetegségben
(T2DM). Ez a szam becslések szerint 2045-re koriilbeliil 51%-kal néhet, vagyis a betegséggel
€16k szama 700 milliora emelkedhet. 2019-ben megkozelitdleg 4,2 millid felndtt vesztette életét
a diabétesz és annak szovédményei (példaul neuropatia, sziv-és érrendszeri betegségek,
nefropatia, stb.) kdvetkeztében, azaz minden nyolcadik masodpercben bekdvetkezett egy
halaleset [1]. Ennélfogva, a szénhidrat-anyagcsere szabalyozasara, a cukorbetegség
megelézésére, valamint kezelésére iranyuld kutatdsok kiemelkedéen fontosak. Figyelembe

véve, hogy a diabétesz legjellemzébb tiinete a rendellenesen magas vércukorszint, ami a

cpey

crer

gyogyszer (elsdsorban inzulinhatast javitd vagy inzulinkivalasztdst serkentd készitmények)
kaphat6 kereskedelmi forgalomban, az altaluk kivaltott mellékhatasok miatt 1j, biztonsagosabb
alternativ terapiak kidolgozasra van sziikség [2]. Az utobbi években egyre nagyobb
tudomanyos érdeklodésre tett szert a szénhidratokon haté enzimek, az Gn. glikoenzimek gatlasa,
vércukorszint-emelkedés mértékének csokkentése. Az elsddleges biologiai célpontok kézé az
a-amilaz, az o-glikozidaz és a glikogén foszforilaz enzim tartozik [3-5]. Egy megfeleld
farmakologiai tulajdonsdgokkal rendelkezd inhibitor tervezése azonban meglehetdsen
bonyolult. Eldszor is, sziikség van a célenzim alapos ismeretére (Szerkezet, mechanizmus,
stabilitas, szubsztratspecificitas, optimalis miikddési koriilmények, stb.). A megfeleld ismeretek
birtokaban valaszthatjuk ki/dolgozhatjuk ki az in vitro gatlasvizsgalat Kkivitelezésére
legalkalmasabb moddszert. Egy uj aktivitismérési modszer kidolgozasa gyakran rendkiviil
Osszetett folyamat. Egyrészt szdmos enzim reverzibilis folyamatot katalizal, mely soran a
reakcio in vivo iranyat az egyensulyi alland6 és az egyes reaktansok sejten beliili aranya
hatarozza meg. A kutatok az enzimaktivitas-mérések soran a szubsztratokat a
termékkoncentraciohoz képest jelentésen nagyobb mennyiségben alkalmazzak annak
érdekében, hogy biztositsdk a reakcid egyiranyusdgat. Néha azonban sziikség van mindkét
iranyu reakci6 vizsgalatara. Ebben az esetben az eltérd reakciokdriilmények miatt a kiilonbozo
iranyokban meghatarozott kinetikai és/vagy gatlasi paraméterek kevésbé 0sszevethetok.

A gyogyszertervezés és fejlesztés masik nehézsége, hogy a mar megtervezett és szintetizalt

gatloszerek gyakran bizonyulnak ’zsakutcanak’. A gyogyszerfejlesztés szempontjabol egyik



legkedvezbtlenebb jelenség a gyogyszerek vagy gyogyszerjeloltek nemspecifikus, un.
egyetlen inhibitor segitségével tobb, egymastdl jelentdsen eltérd enzimet lehet egyidejiileg
gatolni, akkor a jelenség pozitivan is értékelhet6. Az ilyen tobb célponton hatd promiszkuis
vegyliletek megteremtik a lehet6séget a komplex betegségek (példaul a cukorbetegség)
kezelésének tobb célenzimen keresztiil torténé megvaldsitasara. A legtobb esetben azonban a
promiszkuitas hatterében aggregatumok képzddése all, ami az adott inhibitor specifikus
jellegének elveszitésével jar. A gyodgyszeripar az ilyen tipust gatldészerekkel torténd tovabbi
kisérletezést rendszerint megsziinteti, ugyanis ha egy vegyiilet nem csak a kivant célenzim
aktivitasat képes csokkenteni, megnd a kockéazata a lehetséges mellékhatasok kialakulasanak.

Mindezek alapjan elmondhato, hogy egy 0j és hatékony antidiabetikum kifejlesztése, illetve
engedélyeztetése rengeteg 1dot €s anyagi forrast igényel. Ezért még inkabb fontossa valt, hogy
a glikoenzim-inhibitorok in vitro vizsgalataihoz még precizebb aktivitismérési modszereket
alkalmazzunk, ¢és a kisérletek eredményeib6l még koriltekintdbben vonjuk e
kovetkeztetéseinket. Ezek a tapasztalatok ugyanis nagymértékben eldsegithetik a

gyogyszeripari kutatasokat is.



2. Irodalmi attekintés

2.1 A cukorbetegség definicioja, csoportositasa és szovodményei

A cukorbetegség, latinul diabetes mellitus (DM), olyan szénhidratanyagcsere-zavar, melyet
rendellenesen magas vércukorszint (hiperglikémia) jellemez. A betegség kialakulasanak oka a
hasnyalmirigy inzulintermel6 képességének elégtelensége vagy a szovetek inzulinnal szembeni
csokkent érzékenysége vagy mindkettd. Ebben a koros allapotban a szervezet nem képes
megfeleléen szabalyozni a vérben 1évo glikdoz mennyiségét és hasznositasat, ami a
vércukorszint megemelkedését eredményezi [6].

A cukorbetegségnek két, egymastol jelentdsen eltérd tipusat kiillonboztetjiik meg: az
inzulinfiiggd 1-es tipusu diabétesz mellituszt (T1IDM) és a nem inzulinfiiggd 2-es tipust
diabétesz mellituszt (T2DM). Az eldbbi elsdsorban gyermekeknél ¢és fiatalkoruaknal
jelentkezik, mig az utdbbi tobbnyire felnéttkorban alakul ki. A TIDM egy olyan autoimmun
betegség, mely soran a hasnyalmirigy inzulintermelé [B-sejtjei részben vagy teljesen
elpusztulnak. Ennek hatterében az immunrendszer hibas miikodése all, melynek kovetkeztében
a szervezet nem ismeri fel a sajat sejtjeit. Mivel a szervezet a B-sejteket idegenként azonositja,
olyan autoimmun folyamatok indulnak el (pl. autoantitestek termelése), melyek els6dleges
feladata az inzulintermel6 sejtek elpusztitasa. A cukorbetegség tiinetei akkor jelentkeznek,
amikor a B-sejtek koriilbeliil 60%-a mar elpusztult. A tlinetmentes id6szak utan eldszor az Gn.
exogén hiperglikémia, vagyis csokkent szénhidrat-tolerancia alakul Kki. Ekkor a
szénhidratbevitelt kovetden a vér gliikozkoncentracidja nagyobb mértékben emelkedik meg,
mint az egészséges szervezetek esetében. Az exogén hiperglikémia kdvetkeztében csdkken a
majban végbemend glikogénképzés, a gliikozbol torténd zsirsavképzés, illetve a zsirsejtek és
izomsejtek glikkozfelvétele. A B-sejtek tovabbi pusztulasa endogén hiperglikémiahoz vezet.
Ebben a koros allapotban fokozodik a gliilkoneogenezis (gliik6z nemszénhidrat-prekurzorokbol
valo szintézise), melynek eredményeképpen a vérplazma gliik6zszintje szénhidratbevitel nélkiil
is folyamatosan magas. Ezt kdvetden a B-sejtek szama még tovabb csokken, végiil pedig az
inzulin teljes mértékben eltiinik a vérbol és a hasnyalmirigyszovetekbol [7-8].

A T2DM sokkal gyakoribb, mint a TIDM; a cukorbetegségben szenvedok mintegy 90-95%
tartozik ide. Ez a tipus egy heterogén eredetii anyagcsere-rendellenesség, mely kialakuldsaban
genetikai és kornyezeti tényezok egyarant szerepet jatszanak. A TIDM-mel szemben, a T2DM
esetében a hasnyalmirigy B-sejtjei képesek ugyan inzulint termelni, viszont a sejtek felszinén
talalhato inzulinreceptorok hibas miikodésének kovetkeztében a hormon nem tudja kifejteni
vércukorszint-csokkentd hatasat (gliikoztermelés csokkentése a méjban, glikogénszintézis

fokozésa az izmokban és a majban). A sejtek inzulinnal szembeni érzéketlenségét



inzulinrezisztencianak nevezziikk, mely a T2DM kezdeti szakaszara jellemz6. Mivel
inzulinrezisztencia esetén a receptorok diszfunkcioja miatt egy adott inzulinmennyiség nem
képes a sejtekbdl megfeleld valaszreakciot kivaltani, a hasnyalmirigy még tobb inzulint allit el6
annak érdekében, hogy mindenképpen elérje a gliikkoz sejtekbe torténd beépiilését. Bizonyos
id6 elteltével azonban a szervezet képtelenné valik kielégiteni ezt a jelentés mértékii
inzulinigényt, ami a le nem bontott glikoéz felhalmozodasahoz, és ezédltal a T2DM
kialakulasahoz vezet [9-10].

A DM nagy halalozasi aranya elsddlegesen a betegség hosszi tava szovodményeire vezethetd
vissza. E kronikus szovodmények leggyakrabban a keringési rendszert érintik. A hossza ideig
tart6 magas vércukorszint hatdsara a kis (mikrovaszkularis) és a nagy (makrovaszkularis)
vérerekben kiilonféle koros elvaltozdsok mennek végbe. A nagy vérerekben sokaig fennallo
rendellenesen magas vércukorszint szivinfarktushoz, periférias érbetegséghez vagy agyi
érkatasztrofahoz (stroke) vezethet. A mikrovaszkuléris szovédmények akkor alakulnak ki, ha a
hajszéalerekben hosszl ideig rendkiviil nagy a vér gliikkozkoncentracidja. Ennek kovetkeztében
karosodhatnak az erek, latasprobléma (retinopatia), vesebetegség (nefropatia), idegkarosodas

(neuropatia) vagy keringési elégtelenség léphet fel. A diabétesz soran kialakulo

crer

2.2 A T2DM Kkezelésének modjai
2.2.1 Eletmédvaltas

A megfelel6 étrend és a testmozgas az egészséges életmod két f6 meghatarozo tényezdje, mely
helyes életmodra valo attérés nemcsak a szénhidrat-anyagcsere rendezéséhez jarul hozza,
hanem csokkenti a cukorbetegség elérehaladasdnak meértekét, valamint a szévédmények
kialakuldsanak esélyét is. Tehat a T2DM kezelésének elsé és legjelentdsebb része az
¢letmodvaltas; a talsuly csokkentése, az egészséges taplalkozasra vald attérés, a rendszeres
testmozgas, a dohanyzas abbahagyasa, a vérnyomas, valamint a vércukorszint folyamatos
ellendrzése [13]. Az optimalis teststuly elérése/megérzése érdekében a dietetikusok tobbek
kozott a telitett zsirok bevitelének csokkentését, a hozzaadott cukrot tartalmazd termékek
mell6zését és a magas rosttartalmu ételek fogyasztasat javasoljak [14]. Tovabba a rendszeres
az inzulinnal szembeni érzékenységet, ami a gliikozszabalyozas javulasahoz vezet [15].
Tobbféle hipotézis 1étezik arrdl, hogy a testmozgas milyen mechanizmus révén allitja helyre az

inzulinérzékenységet. Ezek kozé tartozik a hasiiregi zsir mennyiségének csokkenése, a sejtek



gliikozfelvételének fokozodasa a vazizomban talalhato inzulinérzékeny gliikkoztranszporterek
(GLUT-4) szamanak novekedése miatt, az inzulinérzékeny szovetek fokozott véraramlasa és a
szabad zsirsav szintjének csokkenése [16]. A mozgas tovabba hozzajarul a megfeleld
vérnyomas eléréséhez és fenntartasahoz, javitja a szivizom teljesitményét, valamint megemeli

a vér HDL-koleszterin (high density lipoprotein — nagy siiriiségii lipoprotein) szintjét [17].

2.2.2 Gyogyszeres kezelés

Ha a diéta és az életmodbeli valtoztatas onmagaban nem elegendd a vércukor megfeleld szinten
tartdsdhoz, hipoglikémids szerek alkalmazésara van sziikség. Ezek tobbnyire szajon at szedhetd
tablettak (oralis antidiabetikumok), melyeket gyakran kombinalnak mas gyogyszerekkel (akar
magaval az inzulinnal) a nagyobb hatékonysag elérése érdekében. Napjainkban szamos olyan
gyogyszer kaphato kereskedelmi forgalomban, melyek hatéanyagai kiilonféle mechanizmusok
révén fejtik ki vércukorszint-csokkentd hatasukat. Ide tartoznak tobbek kozott a szulfoniluredk,
a biguanidok, a tiazolidindionok (TZD-k), melyek vagy inzulinhatas-javitd szerek, vagy

inzulinkivalasztast serkent6 készitmények, tovabba az inzulin [18].
2.2.2.1 Szulfonilurea-hatéanyagtartalmu készitmények

A szulfonilureakat, vagy mas néven szulfonil-karbamidokat, mar 1942 6ta hasznaljak a T2DM
kezelésére. Az antidiabetikumok e csoportjaba tartozd gyogyszerhatdoanyagok (glipizid,
gliburid, tolbutamid, klorpropamid) olyan mddon fejtik ki antihiperglikémias hatasukat, hogy
stimulaljak a hasnyalmirigy B-sejtjeit, és a fokozott inzulinfelszabadulas eredményeképpen
csokken a vércukorszint [19]. A jelenleg rendelkezésre allo valamennyi szulfonilurea a -sejtek
meghatarozott receptoraihoz kotédik, ami az ATP-szenzitiv K*-csatornak bezarodasat és ezzel
egyidejiileg a Ca®'-csatorndk megnyilasat eredményezi. Ennek kovetkeztében, a
citoplazmatikus kalcium koncentracioja megnd, ami serkenti az inzulin felszabadulasat [20]. A
szulfonilurea-hatoanyagtartalmu gyogyszerek alkalmazasanak legnagyobb hatranya, hogy
hipoglikémiat és testsulynovekedést is okozhatnak, a betegek csupan egyharmadéanal
bizonyulnak eredményesnek, tovabba negativ hatast gyakorolhatnak a sziv- és érrendszerre
[21].

2.2.2.2 Biguanid-hatéanyagtartalmu készitmények

A biguanid-hatéanyagtartalmt vércukorcsokkentd készitmények elsé jelentésebb képviseldje a
fenformin volt, melyet azonban az 1970-es évek masodik felében visszahivtak a piacrol. 20

évvel késobb keriilt forgalomba a metformin elnevezésii méasodik generacids biguanidtipusu

készitmény, mely hatékonysaga és biztonsagossaga miatt rovid id6 alatt gyorsan elterjedt [22].



20 évvel késobb kertilt forgalomba a metformin elnevezésii masodik generacios biguanidtipusu
készitmény, mely hatékonysaga és biztonsagossaga miatt rovid id6 alatt gyorsan elterjedt [22].
Napjainkban a T2DM kezelésére leggyakrabban a metformint irjak fel el6szor a szakemberek.
A metformin az inzulinhatas-javité készitmények kozé tartozik, mely olyan médon fejti ki
hatasat, hogy csokkenti a majban felszabaduld gliik6z mennyiségét, fokozza az izmok
gliilkozfelhasznalasat, €s ezzel egyidejlleg lassitja a gliikéz belekben torténd felszivodasat,
illetve csokkenti a periférids inzulinrezisztencia mértékét. A vegyiilet tovabbi eldnyeként
emlitheté meg, hogy képes csokkenteni a vérzsirt, valamint névelni a vér HDL-koleszterin
szintjét. A szulfonilurea készitményekkel szemben, a metformin nem okoz testsulynévekedést,
¢és nem jarul hozza a sziv- és érrendszeri betegségek kialakulasahoz. Mivel a metformin magara
az inzulinkivalasztasra nincs hatassal, alkalmazasa nem, vagy nagyon ritkdn eredményez

korosan alacsony vércukorszintet (hipoglikémiat) [23-24].
2.2.2.3 Tiazolidindion-hatéanyagtartalmu készitmények

A TZD-hatéanyagot tartalmazd gyodgyszerek (1. abra) a metforminhoz hasonléan nem az
inzulinszekréciét  serkentik, hanem a célszovetek (izmok, zsirszovetek, maj)
inzulinérzékenységét novelik [25]. Ezért a TZD-k, mint példaul a troglitazon, a pioglitazon és

a roziglitazon nem okoznak hipoglikémiét.

R

L

NH

Tiazolidindion

CHs x
N
HiC o ;s Q o o
N/\/ S%
o |
HO < > > P CH, mw
CHj; SY NH o
o]

Troglitazon Roziglitazon

(o}
| a N ° oA
HsC N NA
. - o
Pioglitazon

1. abra: Tiazolidindion-szerkezettel rendelkezé gQyogyszerhatoanyagok

Habar a TZD-k inzulinérzékenyité mechanizmusa még nem teljesen tisztazott, hatasukat
valosziniileg a peroxiszoma proliferator-aktivalt y-receptorokhoz (PPARy) valo kotodésiik
révén tudjak kifejteni [26]. Az emberi szervezetben ezek a receptorok a zsirszovetekben, a

vazizomban, illetve a majban talalhatok meg, €s a lipogenezisben (zsirszintézis) vesznek részt.



E magreceptor aktivalodasa a zsirsav- és gliikozfelvétel fokozodasat, valamint a szabad
zsirsavak mennyiségének csokkenését eredményezi, ami a zsiranyagcsere javulasahoz vezet. A
TZD-k PPARy receptorhoz valo kotédése utan egy olyan heterodimer PPARy-retinoid-X-
receptor komplex jon létre, mely elésegiti az inzulin hatasanak kifejtésében fontos szerepet
jatsz6 enzimek ¢&s egyéb transzporter fehérjék (pl. GLUT-4, zsirsavtranszporterek)
géntranszkripciojat. Tovabba a gliikkdztranszporterek szintézisének serkentése révén
hozzajarulnak az izomsejtek fokozott gliikozfelvételéhez és ezzel egyetemben a majbol térténd
gliikozkiaramlas csokkenéséhez [27]. A TZD-k csoportjaba tartozd gyogyszerek tehat
hatékonyan képesek novelni a periférias szovetek és a méj inzulinnal szembeni érzékenységét,
fokozzak az inzulindependens gliikdzfelhasznaléast, csokkentik a gliikoz majbol torténd
meggatoljak a posztprandialis hiperglikémia bekovetkezését és a hemoglobin glikozilacigjat
[28]. Mindezen elonyodk ellenére csupan egyetlen TZD, a pioglitazon van jelenleg forgalomban
(Actos). A troglitazon forgalmazasat példaul 1997-ben hagytak jova, azonban 3 évvel késébb
mar vissza is vontak a piacokrdl a ritka, de végzetes kimenetelli mellékhatasai miatt [29].
Hasonlo volt a helyzet a roziglitazon esetében is; kezdetben ugyan nagyon hatékony
antidiabetikumnak bizonyult, de néhany évvel késébb kimutattak, hogy stlyosan karositja a
sziv-és érrendszert [30]. E kudarcok azonban nem tantoritottak el a kutatokat attol, hogy Gijabb
¢s Ujabb TZD vegyiileteket tervezzenek és szintetizaljanak. A tiazolidin(di)on-alapvaz
kiilonféle szubsztituensekkel valo ellatasa révén igyekeznek egyrészt kikiiszobolni a korabban
felmeriilt mellékhatdsokat, masrészt elérni és fokozni a kivant biologiai hatast. A
szakirodalomban szamos olyan publikacio talalhat6, melyben a kiilonb6z6 TZD szarmazékok
valtozatos biologiai aktivitasarol szamolnak be, tobbek kozott a fajdalomcesillapito,
epilepsziaellenes [31], gyulladascsokkenté [32], antimikrobialis [33], tuberkulotikus [34],
kozponti idegrendszert stimulalo [35], antiproliferativ [36], HIV-ellenes [37], gorcsoldo [38] és
hisztamingatlé hatasukrol [39]. Prashantha Kumar és munkatarsai példaul a szerkezet-aktivitas
Osszefiiggésre (SAR) iranyuld vizsgalataikat kovetden megallapitottak, hogy a TZD vegyiiletek
nagyobb antihiperglikémids aktivitdsdnak eléréséhez a polaris tiazolidindion heterociklusos
gytriit olyan hidrofob karakterti benziloxi-csoporttal kell ellatni, mely egy két szénatomos

egységen keresztiil kapcsolodik egy hidrofob gylirithoz (2. abra) [40-41].
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2. abra: A tiazolidindionszdrmazékok hatékonysdagat biztosito molekuldris szerkezet

2.2.2.4 Inzulinterapia

Habar a TIDM kezelése sordn az inzulinterapia az altalanos protokoll, a T2DM-ben szenvedd
betegeknek a szakemberek csak akkor javasoljak az inzulinra torténd attérést, ha az oralis
antidiabetikumok mar nem elég hatdsosak. Eléfordul azonban, hogy a hosszu idon keresztiil
fennallo T2DM T1DM-mé alakul at, vagyis a kezdeti inzulinrezisztenciat az inzulintermelés
teljes megsziinése koveti, ilyenkor pedig mar csak az allanddsitott inzulinterapia johet szoba
[42-43]. A korabban hasznalatos sertés- és marhapankredsz-eredetii inzulinkészitményeket
napjainkra felvaltottdk a human inzulinkészitmények, illetve inzulinanalégok. Az analdégok
eldallitasanak célja, hogy a humén inzulinmolekulan végrehajtott kiilonféle valtoztatasok révén
hosszantartd egyenletes hatast érjenek el [44-45]. Az els6 inzulinanalog a lispro inzulin volt,
amely a human inzulint6l a két aminosav (BPro28-Lys29) sorrendjében kiilonbozik [46]. Habar
a lispro inzulin segitségével minimalizalni lehet az étkezés utani gliikkozszint-ndvekedést, illetve
csokkenteni lehet a mellékhatasként fellépd hipoglikémia kockazatat [47], még mindig
fenntartassal kezelik az inzulinterdpia alkalmazasat a T2DM esetében. Az inzulinterapia
ugyanis tovabbi testsulynovekedést okozhat a gyakran amugy is tulsallyal rendelkezd 2-es
tipusu cukorbetegeknél [48], raadasul az exogén inzulinkezelés periférias hiperinzulinémiahoz
(a vér rendellenesen magas inzulinszintje) vezethet, megndvelve igy a sziv-és érrendszeri

betegségek kialakulasanak kockazatat [49].
2.2.2.5 Kombinacids terapia

A jelenleg rendelkezésre allo valamennyi oralis antidiabetikum (biguanidok, szulfonilureak és
tiazolidindionok) hasznalhatd monoterapiasan [50]. Amennyiben 3-6 honap elteltével a
monoterapias gyogyszeres kezeléssel nem lehet elérni a kivant hatast, vagy az adott gyogyszert
az ajanlott maximalis dozishoz kozeli mennyiségben kellene alkalmazni, sziikségesse valik a
kombinacios terapidra valo attérés. Abban az esetben, ha két gydgyszer egyiittes alkalmazéasa
is elégtelennek bizonyul, megkisérelheté a harmas vagy tobbszords kombinécid is. A

kombindcios terdpia soran azon antidiabetikumok alkalmazasa célszer(i, melyek szinergetikus



modon képesek kiegésziteni és felerdsiteni egymas vércukorcsokkentd hatasat, tehat tobbnyire
egy inzulinrezisztenciat csokkentd gyogyszert kombindlnak egy inzulinszekréciot fokozd
szerrel [51]. Mivel mai napig a metformin az elsédlegesen ajanlott antidiabetikum a T2DM
monoterapias kezelésében, a hatdanyag-kombinaciok egyik leggyakoribb Gsszetevéje is a
metformin (példaul metformin + pioglitazon) [52]. Sok esetben azonban az oralis
antidiabetikum mellett inzulinra is sziikség van. Korabban tobbnyire csak akkor keriilt sor az
inzulin alkalmazasara, amikor mar két vagy harom kiilonb6z6 hatdoanyag-tartalmu ordlis szer is
hatastalannak bizonyult. Napjainkban viszont mar a kezelés korai szakaszaban (példaul
kozvetleniil a metformin-monoterapia sikertelensége utan) is egyre gyakrabban javasoljak a
beteg inzulinterapiaba torténd bevonasat, ugyanis sokkal rovidebb id6 alatt Iehet helyreallitani
az idedlis anyagcsere-allapotot, és ezéltal a szovodmények kialakuldsanak kockdzata is
visszaszorithato [53]. Bar a kombinalt terapia hatékonyan képes fokozni a glikémias kontrollt,
e kezelési formanak is megvannak a maga korlatai és hatranyai. A tobbféle antihiperglikémiés
gyogyszer szedése példaul novelheti egyrészt a hipoglikémia kialakuldsanak veszélyét,
masrészt annak valoszinliségét, hogy valamilyen farmakokinetikai kolcsonhatds jon 1étre a

beteg altal szedett egyéb gyogyszerekkel [54].

2.3 A T2DM terapidjanak célenzimei

Napjainkban egyre nagyobb figyelmet szentelnek az olyan oralis antidiabetikumok
tervezésének és eldallitasanak, melyek a szénhidrat-anyagcserében részt vevo valamely enzim
aktivitasanak gatlasan keresztiil fejtik ki terapias hatasukat. Egyes képviseldik az étkezés utani
vércukorszintet, illetve a glikoz abszorpcidjanak mértékét csokkentik, mig masok a
hiperglikémia altal eldidézett szovédmények (példaul retinopatia, nefropatia, stb.) kialakulasat
gatoljak, vagy a folyamat visszaforditasat célozzak [55]. Az inzulinhatds-javitd vagy
inzulinkivalasztast serkentd készitményekhez hasonléan, a gyogyszerként
alkalmazott/alkalmazand6 enziminhibitorok sem jelentenek tokéletes megoldast a T2DM
kezelésére. Példaul az dsszetett szénhidratokat hidrolizalé enzimek (a-amildz, a-glikozidaz,
stb.) milkodésének gatlasa bélrendszeri zavarokat okozhat, hiszen a meg nem emésztett
poliszacharidokat vagy oligoszacharidokat a vastagbélben talalhatd baktériumok erjesztéses
vagy rothasztasos folyamatban tovabb bontjak, amit gazfejlédés és fokozott vizvisszaszivas

kisér [56].

2.3.1 a-Amilaz
Az a-amilaz (EC 3.2.1.1, a-1,4-D-gliikédnhidrolaz) enzim az O-glikozidok a-(1—4) glikozidos
kotéseinek hasitasaban részt vevo glikozid hidrolaz. A Carbohydrate-Active enZymes (CAZy)



adatbazis szerint a legtobb a-amilaz a 13-as glikozid hidrolaz csaladhoz tartozik [57]. Az a-
amildzok endo-enzimek, vagyis a keményitd és maltooligomer-lancok belsejében talalhato a-
(1—4) glikozidos kotéseket hasitjak. A hidrolizis eredményeként redukald oligoszacharidok
keletkeznek, melyek megtartjak a-anomer konfiguracidjukat (retencios mechanizmus) [58]. A
konfiguracio megtartasat eredményezd hidrolizis leggyakrabban egy kétlépéses, kovalens
glikozil-enzim intermedieren keresztiil végbemend, kettds helyettesitéses mechanizmus szerint

jatszodik le, amint az az alabbi dbran lathato:
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Atmeneti allapot

3. abra: Az a-amilaz enzim retencios mechanizmusa

Valamennyi 1épés egy oxokarbénium-ionszerli 4tmeneti allapoton keresztiil megy végbe. A
reakcid egy sav/bazisként és egy nukleofilként funkcionaldé aminosav-oldallanc részvételével
kovetkezik be. Az a-amilaz katalizisében az aktiv helyen 1év0 Asp és a Glu aminosavak vesznek
részt. Az el6bbi nukleofilként, mig az utdbbi protondonorként viselkedik. Miutan a szubsztrat
beko6tddott, a glutamat protondlja a hasitando glikozidos kotés oxigénatomjat, és az aszpartat
nukleofilként tAmadja a gliikoz C1 anomer szénatomjat. Ekkor egy oxokarbonium-ion jellegii
intermedier jon 1étre, melybdl egy kovalens atmeneti allapot képzddik. Ezt kovetden a protonalt
glilkézmolekula tdvozik az aktiv helyrdl, amivel egyidejiileg egy viz- vagy egy ujabb
gliikézmolekula 1€p be oda, és megtamadja a gliikoz, valamint aszpartat kozott 1évo kovalens
kotést. Ennek hatasara egy jabb oxokarbonium-ion jellegli intermedier jon létre. A glutamat
(mint baziskatalizator) a belépd viztdl (vagy az 1j gliikozmolekulatol) egy hidrogént vesz fel.

A vizmolekula (vagy az 0j gliikozmolekula) oxigénatomja az eredeti gliikozmolekula C1
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szénatomjan egy 0j hidroxilcsoportot (hidrolizis) vagy a két gliikozegység kozott egy 1j
glikozidos kotést (transzglikozilezés) hoz 1étre [59-60].

Az emberi szervezetben az a-amildz legnagyobb mennyiségben a nyalmirigyekben és a
hasnyalmirigyben, kisebb mértékben pedig a majban, belekben és a vazizomban termelddik. A
496 aminosavbol 4all6 human hasnyalmirigy-eredetii a-amilaz  (HPA) egyetlen
polipeptidlancbdl allo, 55 kDa méretii kalciumkotd fehérje, mely harom doménbdl (A, B és C)
épil fel. Az °A’ alegység a katalitikus domén, melyre egy 8 a-hélixbdl és 8 B-redébdl allo
(B/a)s-TIM (tridz-foszfat izomeraz)-hord6 struktira jellemz6. A B’ domén egy hurokban
gazdag alegység, mely a katalitikus domén a-3 hélixe és B-3 reddje kozotti hurokrégidban
helyezkedik el. Az *A’ és ’B’ alegység kozotti arokban talalhatok meg a katalitikus aminosavak
(Asp197, Glu223 és Asp300), valamint a szubsztratkoto hely is. A fehérje C-terminalis végén,
kozvetleniil az A’ domén utdn elhelyezkedd *C’ alegység katalitikus aktivitdssal ugyan nem
rendelkezik, de kulcsfontossdgu szerepet jatszik az enzim stabilitdsanak kialakitdsdban és a
szubsztratkotésben [61].

Vizsgalataim  soran  sertéshasnyalmirigy-eredetdi  o-amildzt (PPA)  alkalmaztam
modellenzimként, ugyanis a HPA aminosavszekvencidjaval 91%-os homologiat mutat [62],
konnyen beszerezhetd, tovabba a szakirodalomban a PPA a legéltalanosabban elfogadott

emlOseredettl amilaz-modellenzim.

2.3.1.1 a-Amilaz enzim szerepe a T2DM-ben

A szénhidratban gazdag ételek elfogyasztdsa olyan komplex élettani események sorozatat
eredményezi, amelyek végiil a szénhidrat felhasznalasaval vagy elraktarozasaval zarulnak le.
Mar kozvetleniil az utan, hogy az étel a szajba keriil, megindul az Gsszetett szénhidratok (poli-
¢és oligoszacharidok) emésztése; a nyalmirigyekben termelédé o-amildz aktivalodik, mely
elkezdi hidrolizalni a taplalék poliszacharid-tartalmat (példaul keményit6t). Mivel a taplalék
csak rovid ideig tartozkodik a szdjiiregben, a nydleredetli a-amilaz nem tudja sokaig
érvényesiteni hidrolizalo hatasat. Az étel ezt kovetden kozvetleniil a gyomorba jut, ahol az
erdsen savas pH miatt megsziinik a nyal-amilaz aktivitdsa. Miutan a taplalék a gyomorbol a
vékonybélbe (patkobélbe) keriil, a poliszacharidokat a hasnyalmirigy altal termelt, és a
vékonybélbe szekretalodott o-amildz oligoszacharidokkd hasitja. Kovetkezésképp, a
pankredsz-a-amildz jelentds szerepet jatszik az étkezés utani magas vércukorszint

(posztprandialis hiperglikémia) kialakulasaban [63-64].
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2.3.1.2 a-Amilaz enzim aktivitasmérési modszerei

Figyelembe véve, hogy a gydgyaszati (diagnosztikai és terdpias), valamint ipari célokra
egyarant felhasznalhat6 a-amildz a legszélesebb kdrben tanulmanyozott enzimek egyike, nem
meglepd, hogy napjainkig szdmos modszert dolgoztak mar ki aktivitdsanak pontos
meghatarozasara. A szakirodalomban fellelhetd modszerek és az egyes kinetikai vizsgalatok
soran szamos kiilonféle szubsztratot alkalmaznak, tobbek kozott, keményitét (az enzim
természetes szubsztratjat) [65], modositott keményitét [66], kiilonb6zd hosszusagu
maltooligomereket [67] és ezek kromofor- vagy fluoroforcsoportokat tartalmazé szarmazékait
[68]. Ilyen kromogén szubsztrat a 2-klor-4-nitrofenil-O-p-D-galaktopiranozil-(1—4)-O-a-D-
gliikopiranozil-(1—4)-a-D-gliikopiranozid (GalG.CNP) [69], a 2-klor-4-nitrofenil-a-D-
maltotriozid  [70] ¢és a  2-klor-4-nitrofenil-p-D-maltoheptaozid-szarmazék  [71].
Kutatdcsoportunk tagjai is szintetizaltak korabban kromogén szubsztratot cCiklodextrinbél
kiindulva [72] és glikogén foszforilaz altal katalizalt reakciokban [73], valamint fluorogén
szubsztratot mutans amilaz katalizalta transzglikozilezési eljarassal [68]. Az a-amilaz
aktivitaismérésére leggyakrabban valamilyen kolorimetrias mddszert alkalmaznak, mely gyors
¢s egyszerlli meghatarozast tesz lehetévé. Keményitd szubsztrat esetében példaul elterjedten
hasznaljak a 3,5-dinitroszalicilsav tesztet [74]. Ezzel a technikaval az aktivitas ugyan jol
mérhetd, de a keletkezd szines termék nem sztochiometrikus mennyiségi. Mind a
diagnosztikédban, mind pedig az in vitro laboratoériumi vizsgalatoknal a kromogén szubsztratok
alkalmazasat preferaljak, ahol az enzimreakcioban felszabaduldo kromoforcsoport altal
eléidézett szinvaltozast detektaljak spektrofotometriasan [75]. Az a-amilaz aktivitasa kapcsolt
enzimreakciok alkalmazasaval is mérhet6. Erre példaként hozhaté az oxidaz/peroxidaz
enzimrendszer, mely soran a gliikoz oxidacidjat kovetéen keletkez6 hidrogén-peroxid

mennyiségét hatarozzak meg [76-77].

2.3.1.3 a-Amilaz inhibitorok

Az a-amilaz inhibitorok olyan orélis antidiabetikumok, melyek terapias hatasukat ugy fejtik ki,
hogy gatoljak a glilkéz abszorpcidjat, ¢és csokkentik a vér étkezés utdni
hasznalt a-amildz inhibitor az akarbdz. Habar a kereskedelmi forgalomban kaphaté akarboz
rendeltetésszeriien egy a-glilkozidaz gatld, bebizonyitottak, hogy ez az atmeneti allapot analog,
mikrobialis eredetli oligoszacharid-szarmazék az emésztérendszerben taldlhatdo tobb
poliszacharid-bonté enzimet, igy az a-amilazt is hatékonyan gatolja [79]. Az a-amilaz és a-

glilkozidaz szerkezete €s katalitikus mechanizmusa kozotti nagyfokti homolodgia miatt nem
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meglepd, hogy az egyik enzim esetében kifejlesztett inhibitor hatékony gatloszere a masiknak
iS. Az akarboz szerkezeti sajatossagait az o-gliikkozidaz inhibitoroknal fogom részletesen
targyalni.

A rendelkezésre allo készitmények ellenére tovabbra is intenziv kutatasok folynak az ujabb és
ujabb a-amildz inhibitorok utdn annak érdekében, hogy megakadalyozzak a T2DM ¢és az azzal
Osszefiiggésbe hozhatd metabolikus rendellenességek rohamos terjedését. Az egyik lehetdség
az o-amildz-specifikus kismolekuldk tervezése ¢és szintézise. Ezek kozott szerepelnek
oligopeptidek [80], szénhidratszarmazékok [81], valamint heterociklusos vegyiiletek is [82]. A
szintetikus eredeti inhibitorok mellett azonban egyre nagyobb figyelmet forditanak a
megjelent tanulmany arr6l szdmolt be, hogy koriilbeliil 800 ndvényfaj rendelkezik valamilyen
antidiabetikus hatdstt komponenssel [83]. A flavonoidok, melyek jol ismert masodlagos
novényi metabolitok, példaul bizonyitottan hatékony gatloszerei az a-amilaznak [84]. Az a-
amildz enzim gatlasa szempontjabol masik kiemelkedden fontos és bizonyitottan hatékony
novényi eredetii vegyiiletcsalad a tanninok [85]. A tanninok olyan polifenolos vegyiiletek,
melyeknek két f6 tipusat kiilonboztethetjiik meg: a hidrolizalhat6 és a kondenzalt tanninokat.
A hidrolizalhaté tanninokban a koézponti poliolegységet (altaldban gliikozt) fenolsavak
(galluszsav a gallotanninokban; a galloilegységek oxidacidjabol szarmazo egyéb fenolsavak az

ellagitanninokban) észteresitik (4. abra).

COOH

n(GSO)

\/O
HO OH
OH
hidrolizalhaté tannin 3,4,5-trihidroxi-benzoesav
GS=galluszsav galluszsav (GS)

4. abra: A hidrolizalhato tanninok (bal) és a galluszsav (jobb) szerkezete

A kondenzalt tanninok (5. abra) katechinszarmazékok, melyek 6 szerkezeti egysége a 2-fenil-
kroman (flavan)-vdz. Vizben oldodo, nem hidrolizalhato, nem észterjellegli vegyiiletek.
Proantocianidineknek is nevezik Oket, mivel az oxidativ koriilmények kozott bekovetkezd
depolimerizalodasuk eredményeként antocianidinek jonnek létre, amelyek kozott szintén

talalhatok amilaz gatlok [86].
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5. abra: A kondenzalt tanninok (proantocianidinek) szerkezete

A tanninok gatld6 mechanizmusa feltehetéen az erds fehérjekotd képességiikkel hozhatod
Osszefliggésbe, aminek hatasara a fehérje denaturalodhat, vagy egy oldhatatlan fehérje-tannin

aggregatum alakulhat ki [87].

2.3.2 o-Gliikozidaz

Az a-glikozidaz (EC 3.2.1.20, a-D-gliikozid-glikohidrolaz) az a-amilazhoz hasonléan a
harmadik enzimosztalyba, vagyis a hidroldzok koz¢é tartozik. Az a-glikoziddaz egy olyan
glikozid hidrolaz (EC 3.2; GH31), mely az O-glikozidokban el6forduld, a-(1—4) glikozidos
kotés hasitasaban vesz részt (EC 3.2.1) [88]. A hidrolitikus reakcid ugy megy végbe, hogy a
glikozilegység anomer szénatomja és a glikozidos hidroxilcsoport oxigénatomja kozti (C1-O)
kotés felhasad. Az o-amilazokkal ellentétben, az a-gliikozidazok exo-enzimek, vagyis
terminalis glikozidos kotéseket hidrolizalnak, aminek eredményeként egy a-D-gliik6z hasad le
a szubsztrat nemredukald végérol [89]. Az a-gliikozidazok a hidrolizis (egy oligoszacharid
nemredukalo végérél szarmazd glikozilegység vizmolekulara torténd atvitele) mellett a
transzglikozilezést is (egy oligoszacharid nemredukald végérdl szarmazod glikozilegység
akceptorra torténd atvitele) képesek katalizalni, éppen ezért ezeket az enzimeket gyakran

transzgliikozidazoknak is nevezik:
G-O-R + H-O-H = G-0-H + H-O-R
G-O-R + H-0-A < G-0-A + H-O-R

ahol ’G’ a glikozilegység, 'R’ az aglikon és "H-O-A’ az akceptor [90]. Mindkét reakcid
(hidrolizis és transzglikozilezés) tulajdonképpen egyfajta cserereakcionak tekinthetd, mely a
lehasado glikozilegység és egy viztdl vagy akceptortdl szarmazo proton kozott valdsul meg.

Ezeket a reakciokat formalisan ugy lehet tekinteni, mint az anomer centrum C1 atomjan
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vagyis retenciés mechanizmus szerint megy végbe (6. abra) [59, 91].

OH OH

H-OH (H-OA)
HO = - HO + H-OR
HO HO

OH
OH (OA)

6. dbra: Az o-gliikozidaz enzim altal katalizalt hidrolitikus és transzglikozilezési reakcio
mechanizmusdnak egyszertisitett abrazoldsa

Szubsztratspecificitasuk meglehetdsen valtozatos: szdmos a-glilkoziddz nemcsak az
oligoszacharidokat vagy az a-glikozidos kotést tartalmazé szintetikus a-glikozidokat képes
hidrolizalni, hanem az olyan a-gliikanokat is, mint példaul a keményit6 vagy a glikogén [92].

Szerkezetét tekintve a human eredetli a-gliikozidaz egy 868 aminosavbol felépiild, 110 kDa
méretli fehérje. Az enzim 6t alegységet tartalmaz (A, B C, D és E domén). Az *A’ domén egy
P-tipusu trefoil-alegység (1-51 aminosavak), mig a B’ egy N-terminalis B-szendvics domén
(52-269 aminosavak). A ’C’ alegység (270-651 aminosavak) a katalitikus domén, melyre az a-
amilazhoz hasonloan egy 8 a-hélixbdl és 8 B-redébol allo TIM-hord6é harmadlagos szerkezet
jellemzé. A katalizisben részt vevé harom aminosav, vagyis az un. katalitikus triad (Asp443,
Glu223 és Asp542) ebben a (B/a)s horddban talalhatd. A D’ a proximalis C-terminalis domén
(652-730 aminosavak), az ’E’ pedig a disztalis C-terminalis domén (731-868 aminosavak).

Ezutobbi két alegységre egyarant a B-szendvics szerkezet jellemz6 [93-94].

2.3.2.1 a-Gliikozidaz enzim szerepe a T2DM-ben

Ahogy azt az a-amildzok T2DM-ben bet6ltott szerepénél mar részletesen leirtam, a taplalkozas
utjan szervezetbe juttatott poliszacharidok lebontdsa egy olyan komplex folyamat, mely tobb
enzim egyiittes hatasat igényli. Az dsszetett szénhidratok a-amildz enzimmel torténd emésztése
soran keletkezd di- és oligoszacharidok nem képesek felszivodni. Ebbdl adododan, az Gsszetett
szénhidratok hidrolizise tovabb folytatédik: a di- és oligoszacharidok, mint szubsztratok,
hozzakotddnek a  vékonybélben (éhbél) taldlhatd a-glikoziddz enzimhez, mely
monoszacharidokra bontja le azokat [95-96]. Az igy keletkez6 monoszacharidok mar fel tudnak
szivodni a vékonybélbdl. Tekintve, hogy a keményitd egy homopolimer, a teljes hidrolizisét
kovetden keletkezd monoszacharid a gliikdz. A felszabadul6 gliik6z a vékonybél hamsejtjein
keresztiil azonnal felszivodik, és a vérarambdl transzporterek segitségével jut el a kiilonb6zo
sejtekbe. A glikkdz kiilonféle anyagcsere-folyamatokban hasznalodhat fel, példaul a

glikolizisben, a glikogenezisben vagy a pent6z-foszfat itvonalban, viszont hiperglikémia esetén
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a szervezet nem tudja hasznositani a rendellenesen nagy gliikozmennyiséget [97]. Mindezek
alapjan elmondhatd, hogy az a-gliikkozidaz enzim aktivitasanak gatlasaval késleltethetjiik az
oligo-és diszacharidok monoszacharidokka torténé bontasat, ami igy hozzajarul a
posztprandialis hiperglikémia csokkentéséhez, az inzulinérzékenység fokozasahoz, és a

hasnyalmirigy B-sejtjeinek védelméhez.

2.3.2.2 a-Gliikozid4z enzim aktivitaismérési modszerei

Az a-gliikkozidaz-aktivitasmérés egyik lehetséges modja a hexokinaz/gliik6z-6-foszfat (G-6-P)
dehidrogenaz kapcsolt enzimrendszer alkalmazasa. Ennek alapja, hogy az a-glilkozidaz enzim
aktivitasa révén keletkez6 gliikozt a hexokinaz G-6-P-vé foszforilalja, majd az igy keletkezett
G-6-P lesz a szubsztratja a G-6-P dehidrogenaznak. Ez utobbi enzim a G-6-P-t 6-foszfo-D-
gliikono-1,5-laktonna oxidalja, mik6zben a jelenlévd NADP* NADPH-va redukalodik. A
NADPH koncentracigjaban bekovetkezd valtozas spektrofotometriasan kdvethetd 340 nm
hullimhosszon [98].

Az a-gliikozidaz-aktivitds meghatarozasanak legaltalanosabban alkalmazott protokollja soran
4-nitrofenol (PNP) vagy 2-klor-4-nitrofenol (CNP) kromoforcsoportot tartalmazé o-D-
gliilkopiranozidot hasznalnak szubsztratként, és a felszabadulé kromoforcsoportotot detektaljak
spektrofotometriasan 400-410 nm hullamhosszon. Mivel mind a CNP, mind a PNP jellegzetes
sarga szinnel rendelkezik, a szinintenzitas novekedésébdl kovetkeztethetiink az enzim

aktivitasara [99-100].

2.3.2.3 a-Gliikozidaz inhibitorok

A T2DM okozta hiperglikémia kezelésének egyik megkozelitése a szénhidrat-anyagcserében
résztvevo enzimek gatlasa. Az egyik legrégebben vizsgalt terapias célpont az a-gliikkozidaz.
Ezen enzim kompetitiv gatlasa csokkenti a monoszacharidok felszivodasanak mértékét, és ez
altal mérséklodik a posztprandidlis hiperglikémia. Jelenleg harom a-gliikozidaz inhibitor
kaphato kereskedelmi forgalomban: az akarboz (Glucobay; 7. dbra), a miglitol (Glyset) és a
voglib6z (Voglibose) [101].
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CH,OH

1. abra: Az akarboz szerkezete

Ezek a készitmények monoterapiasan és kombinacios terdpidban egyarant alkalmazhatok. A
szulfonilureakkal, biguanidokkal, inzulinnal vagy tiazolidindionokkal szemben, az emlitett
harom a-gliikkoziddz inhibitor egyike sem okoz hipoglikémiat. Tovabba azt is kimutattak, hogy
0,5-1%-kal képesek csokkenteni a hemoglobin glikozildltsdganak mértékét. Hosszi tava
terapias felhasznalasuk azonban nem javasolt, mert mellékhatasként emésztérendszeri zavarok
Iéphetnek fel, példaul haspuffadas vagy fokozott bélgazképzdodés [102]. Mivel kutatdmunkam
soran az akarbdzzal végeztem vizsgalatokat, szeretnék kitérni e gatloszer karakterizalasara.

Az akarb6z egy olyan természetes eredetli pszeudo-tetraszacharid, melyet az Actinoplanes
baktériumok allitanak eld fermentacidoval. Az akarbdz gatldo hatdsa szokatlan szerkezetére
vezethetd vissza. Harom kiilonbozd szerkezeti egységbdl all: egy telitetlen ciklitolgytirtib6l
(2,3,4-tri-hidroxi-5-hidroximetil-5,6-ciklohexén), egy akarviozingyiiriib6l (4-amino-4,6-
didezoxi-D-gliikopiran6z) és egy maltozegységbo6l. A nemredukald végen talalhaté D-gliiko
ami pedig szintén o-(1—4) kotést alakit ki a maltézzal [103]. A szakirodalom alapjan az
akarb6z nemcsak az a-glikozidazoknak [104], hanem az a-amilazoknak [105], a
glilkoamilaznak [106] ¢és a ciklomaltodextrin-gliikano-transzferaznak [107] is hatékony

kompetitiv inhibitora.

2.3.3 Glikogén foszforilaz

A glikogén foszforilaz (GF; EC 2.4.1.1), melynek szisztematikus neve 1,4-a-D-gliikozil-
transzferdz, a transzferazok (EC 2) osztalyaba, pontosabban a glikozil transzferazok (EC 2.4;
GT35 csalad) kozé tartoz6 enzim. A még arnyaltabb besorolas érdekében elmondhatd, hogy a
GF egy olyan hexozil transzferaz (EC 2.4.1), mely a katalizishez glikozil donorként glikogént,
akceptorként pedig foszfatot (EC 2.4.1.1) hasznidl. A GF a glikogenolizis, vagyis az
energiatarold vegyiiletként funkcionald glikogén lebontasanak elsd, sebességmeghatarozo

1épését katalizalja. A GF egy exo-enzim, vagyis a glikogén terminalis, nemredukald végén 1évo
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a-(1—4) glikozidos kotést hasitja [108], mely kovetkeztében egy egységgel rovidebb
gliikozpolimer és gliikoz-1-foszfat (G-1-P) keletkezik (8. abra).

Glikogénmolekula (gliikozpolimer)y

CH,0H CH,0H CH,OH CH,OH
m:nm':ﬂn,:ka]o 5 5 o o Ieclukz:llé v:'ég,
wég oH oH OH OH (anomér szén)
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8. dbra: A glikogén foszforilaz enzim altal katalizalt foszforolitikus reakcio

A glikogén foszforolitikus hasitasa mindaddig folytatodik, amig az enzim el nem éri az
elagazast jelentd a-(1—6) kotések eldtti negyedik glikkdzegységet. Ennek hatterében az all,
hogy a GF-ben a szubsztrat kotdédése az enzim aktiv helyétdl tavolabb elhelyezkedd glikogén
kotéhelyre torténik, illetve az, hogy a hasitohely egy mélyedésben talalhaté (maskiilonben a
rovidebb oligomereket nem tudna hasitani) [109]. A folyamat azonban megfordithato; az enzim
fiziologias koriilmények kozott a G-1-P felszabadulasaval jard glikogénlebontast végzi, de in
vitro képes katalizalni a forditott iranyt reakcidt is, vagyis o-(1—4) glikozidos kotés
kialakitasaval gliikozegységeket kapcsol az oligomer akceptorhoz, mikdzben szervetlen foszfat
(Pi) szabadul fel a G-1-P donorbol. A GF két formaban létezik: egy aktiv, foszforilalt GFa és
egy katalitikus aktivitassal nem rendelkezd, foszforildlatlan GFb formaban. A GFb
foszforilacigja egy foszforilaz kinazok (FK) altal katalizalt reakcioban valosul meg aktivatorok
(pl. adenozin-monofoszfat: AMP) segitségével. Habar a GF Kkatalitikus aktivitasat csak GFa
formaban tudja kifejteni, nyugalmi allapotban altalaban az inaktiv GFb-ként fordul el6 [110].
Az enzim defoszforildlasaban és igy inaktivalasaban a protein foszfataz 1 (PP1) jatszik szerepet.
A GF inaktiv monomerként és tetramerként [111] egyarant el6fordul, in vivo azonban tébbnyire
homodimerként van jelen [112]. A két azonos alegységbdl felépiilé dimer enzim egy doménja
842 aminosavbdl all, molekulatomege pedig 97 kDa. Mindkét domén két tovabbi alegységre,
egy C-terimalis és egy N-terminalis alegységre oszthato, és e kettd talalkozasanal helyezkedik
el az aktiv centrum. Minden alegység tartalmaz egy kovalensen kotott pridoxal-5’-foszfat

prosztetikus csoportot és egy reverzibilisen foszforilalhatd Ser-14 oldallancot [113]. A GF hét
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kotohellyel rendelkezik: egy katalitikus, egy purin nukleotid, egy allosztérikus, egy glikogén,
egy indol, egy benzimidazol és egy kvercetin kotohellyel [114]. A GF enzimnek harom
kiilonb6z6 izoformdja 1étezik: (1) az izom GF, mely az izommiikodés energiasziikségletét
fedez6 G-1-P felszabaditasaért felelos, (2) a maj GF, ami a vércukorszint szabalyozasaban
jatszik szerepet, és (3) az agy GF, amely a hipoxias és/vagy hipoglikémias allapotokban a
megfeleld agymiikddéshez biztositja a gliikdzt [115]. Vizsgalataim soran nyulvazizom-eredetii
GFb-t (rmGFb) alkalmaztam, ugyanis a human majeredetii GF és az rmGF katalitikus helyének
aminosavszekvencidja 80%-0s homoldgiat mutat [116], rdadasul beszerzése egyszeriien

megvalodsithato.

2.3.3.1 Glikogén foszforilaz enzim szerepe a T2DM-ben

A vércukorszint szabalyozasa és fenntartasa egy meglehetdsen Osszetett folyamat, melynek két
kulcsfontossagli enzime a GF ¢és az azzal ellentétes hatast glikogén szintaz (GS). A vér
glikogénlebontas és a gliikozfelszabadulas. Alacsony vércukorszint vagy stressz esetén a
GFb—GFa atalakulas hormonalis hatasra fokozodik; a méjsejtekben a gliikagon hormon, mig
az izomsejtekben az epinefrin (adrenalin) érvényesiti hatdsat. A hormonok altal medialt jelzés
kovetkeztében aktivalodik a membrankotott adenilat-ciklaz, ami a sejtben jelen 1évo ATP egy
részének ciklikus AMP-vé (cAMP) torténd atalakitasat katalizalja. A keletkezo cAMP eldsegiti
a protein kinaz mikodését, mely enzim aktivalja a foszforilaz kinazt, ami pedig a GFb-t GFa-

va foszforilalja, és igy megindulhat a gliik6z glikogénraktarbol valé mobilizalasa (9. dbra).
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9. abra: A glikogén foszforilaz enzim vércukorszint-szabalyozasban valo részvétele
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Taplalékbevitel, illetve magas vércukorszint esetén azonban éppen az ellenkezd folyamat
jatszodik le. Szénhidratbevitelt kovetéen megindul az inzulin termelédése a hasnyalmirigy -
sejtjeiben, mely hormon a gliikagonnal ellentétes hatast fejt ki. Inzulin hatdsara aktivalodik a
protein foszfatdz enzim, ami defoszforilalja €s ez altal inaktivalja a GFa-t. Ezzel egyidejlleg a
protein foszfataz a GS-t is defoszforilalja, ami viszont ilyen modon aktivalodik. E folyamatok
eredményeként a glikogénlebontas abbamarad, és megindul a szervezet altal fel nem hasznalt
gliikoz glikogénraktarba torténd beépitése. Mindezekbdl lathatd, hogy a GF jelentds szerepet

hozzajarulhat a hiperglikémias allapot kialakulasahoz [117- 119].

2.3.3.2 Glikogén foszforilaz enzim aktivitasmérési médszerei

aktivitdsanak minél pontosabb meghatarozasara szamos eljarast dolgoztak mar ki. Az Gjabb és
ujabb protokollok iranti igény legfébb oka, hogy a GF egy reverzibilis reakciot katalizal, igy
kiilonbozé modszert kell kifejleszteni a lebontds- és a szintézisiranyu reakcio kovetésére.
Tanabe ¢és munkatarsai egy olyan modszert dolgoztak ki a GF foszforolitikus reakcidban
mutatott aktivitdsdnak mérésére, mely sordn egy hidrolitikus 1épést kovetden a G-1-P
foszfattartalmat hataroztdk meg [120]. A lebontds iranya vizsgalatokat gyakran két
segédenzimes (foszfoglikomutdz és G-6-P-dehidrogenaz) rendszerben végzik, glikogént és
foszfatot alkalmazva szubsztratként. A redoxireakcioban keletkezett redukalt koenzim (NADH
hullamhosszon [121]. Ez a rendszer azonban a két segédenzim jelenléte miatt kevésbé alkalmas
gatlasvizsgalatok kivitelezésére, ugyanis az inhibitorok hozzakotédhetnek a targeten kiviili
enzimekhez is.

A cukor foszforilazok proteomikai tanulmanyozasara leg@ijabban egy ESI-MS modszert
javasolnak, melyben a glikogén vagy mas maltooligomer szubsztratok lebontasakor
felszabaduld G-1-P mennyiségét hatarozzak meg [122]. Tovabba a glikogénlebontast kovetod
G-1-P-tartalom mérése egy anioncseréld nagyhatékonysagu folyadékkromatografias (HPLC)
modszerrel is megvaldsithato, Carbopack PA10 oszlop és pulzaldo amperometrias detektalas
alkalmazasaval [123]. 2017-ben irtak le egy olyan HPLC moddszert az rmGFb katalitikus
helyének vizsgdlatdra, amiben fluoreszcens szubsztratokat (piridinaminalt maltohexadz és
szarmazékai) és polimeralapt hidrofil kdlcsonhatason alapuld folyadékkromatografias (HILIC)
oszlopot hasznaltak [124]. Szdmos kutatocsoport a GF aktivitdsdnak meghatarozasat a

glikogénszintézis iranyaban végzi, ami azonban nem felel meg a fiziologias koriilmények
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kozott lejatszodd reakcionak. A szintézisirany folyamat esetén leggyakrabban alkalmazott
modszer alapja a felszabadul6 szervetlen foszfat szinreakcidval torténd meghatarozasa. Habar
ez a szinreakcid meglehetésen érzékeny, a szinintenzitast szamos tényezd befolyéasolja, ami
jelentdsen ronthatja a pontossagot [125]. A szakirodalomban megtalalhato a GF katalizalta
szintézisben képzddd termék radioaktivitds-mérésen alapuld detektaldsa is. A modszer
hatranya, hogy specialis felszerelést igényel, és radioaktiv izotoppal jelzett G-1-P szubsztratra
van sziikkség [126]. Egy 2009-ben megjelent publikacidban egy HPLC-vel megvalositott
aktivitasmérési technikat mutattak be, amiben piridinaminalassal eldallitott, kromoforcsoportot
tartalmazo maltooligomer szubsztratok G-1-P jelenlétében torténd lanchosszabbitasat kovették

nyomon [127].

2.3.3.3 Glikogén foszforilaz inhibitorok

Figyelembe véve, hogy a GF enzim hét kotohellyel rendelkezik, melyek mindegyike az enzim
gatlasara alkalmas potencialis célpontnak szamit, nem meglepd, hogy ujabb és jabb GF
inhibitorok felfedezésérdl szamolnak be. Elsésorban a katalitikus helyre k6t0do, a szubsztratra
nézve kompetitiv gatloszereket terveznek és szintetizalnak. Tobbnyire gliikdzanalog-
szarmazékokat allitanak eld, hiszen a gliikoz koztudottan a GP természetes inhibitora. Mivel
azonban a gliik6z csak gyenge gatld hatast tud kifejteni az enzimre, a jobb gatlasi paraméterek
elérése érdekében a glitkkdz-alapvazat kiilonféle szubsztituensekkel 1atjak el. Ilyen gliik6zanalog
vegyiiletek az N-gliikozilszarmazékok, példaul az N-acetil-pB-D-gliikopiranozil-amin [128],
valamint gliikopiranozilidén-spiro-heterociklusok, példaul a gliikkopiranozilidén-spiro-

tiohidantoin (GTH, 10. abra) [129].
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10. abra: A gliikopiranozilidén-spiro-tiohidantoin (GTH) szerkezete

Az rmGFb-GTH komplex rontgenkrisztallografias vizsgalata felfedte azokat a szerkezeti
sajatossagokat, melyek a GTH aktiv centrummal szembeni nagy affinitdsaért felelOsek.
Egyrészt, a hidantoin N(7)-H és az enzim His377 félancanak karbonil-oxigénatomja kozott
hidrogénkotés alakul ki, ami eldsegiti a gliikoz —CH20H csoportja és az enzim His377
oldallanca kozti hidrogénkotés kialakuldsat. Masrészt, a merev planaris szerkezetii

spirohidantoin-csoport a kotddés soran kis mennyiségii konformacios energiat veszit.
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Emellett gyakran allitanak el6 olyan inhibitorokat, melyek az AMP-vel kompetitiv mddon, az
allosztérikus helyhez kapcsolodva megakadéalyozzak az enzim allosztérikus aktivalasat. Erre a
helyre kotodik tobbek kozott a G-6-P, a dihidropiridin-disav, a ftalsav vagy az acilkarbamid
[130].

Az aktiv centrum kapujanak kdzelében megtalalhato purin nukleotid kotohely gatldszerei egyre
nagyobb figyelmet kapnak, ugyanis az ide k6t6do vegyiiletek képesek gatolni a szubsztrat aktiv
helyre torténd bejutasat, és ez altal csokkenteni tudjak az enzim katalitikus aktivitasat [131]. A
nukleozidok, a purin bazisok és a heterociklusos vegyiiletek jellegzetes képviseloi az
inhibitorok e csoportjanak [132]. Ide tartozik példaul a koffein (11. abra), mely az aromas

hidrofob csoportjan keresztiil kotést alakit ki a GF apolaris csoportjaival, stabilizalva igy az
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Y
|
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11. dbra: A koffein szerkezete

Habar maga a koffein meglehet6sen gyenge inhibitora a GF-nek (Ki=1 mM), bebizonyitottak,
hogy gliik6z jelenlétében a koffein megkozelitdleg a felére (1,7-szeresére) csokkenti az enzim
aktivitasat. Ennek magyarazata, hogy a két, onmagaban kevésbé hatékony inhibitor eldsegiti a

masik bekotédését, és szinergetikus modon fejtenek ki egy nagyobb mérték gatlo hatast [134].

2.3.4 Aldoz reduktaz
Az aldoz reduktaz (AR; EC 1.1.1.21) a NADPH-fiigg6 aldo-keto reduktaz szupercsalad tagja,

amely a kiilonféle aromas ¢és alifas aldehidek megfelel6 alkoholla torténd redukciojat katalizalja
[135]. Az AR, mely az emlds szervezetekben legnagyobb mennyiségben a vesékben és a
majban fordul el6, egy 315 aminosavegységbdl allo, 36 kDa molekulatomegii monomer fehérje
[136]. Az enzim egyetlen polipeptidlancbol all, harmadlagos szerkezetét a 8 P/a egységbdl
felépiild6 TIM-hordo hatarozza meg. A TIM-hordé nyolc parhuzamos [-szalat tartalmaz,
melyeket nyolc periférias a-hélix szegmens kapcsol 6ssze. Csak gy, mint valamennyi p/a-
hordd szerkezetli enzim esetében, az AR aktiv helye is a B-horddo C-terminalis végén
helyezkedik el [137]. Az aktiv hely kériilbeliil 12 A mélységii iirege erdsen hidrofob karaktert,
melynek belsé feliiletét hét aromas aminosav (Trp20, Tyr48, Trp79, Trplll, Phel2l, Phel22
¢és Trp219), négy apolaris aminosav (Val47, Pro218, Leu300 és Leu301) és csupan harom
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polaris oldallanc (GIn49, Cys298, His110) alkotja [138]. Az aktiv hely nagy mérete és rendkiviil
hidrofob jellege 6sszhangban van azzal a megfigyeléssel, miszerint az aromas aldehidek az AR
legjobb szubsztratjai. Az aktiv hely cukrokkal szembeni specificitasa és affinitasa kicsi, ami
magyarazza, hogy szamos hex6z miért rendkiviil rossz szubsztratja az AR-nek. Ennek
megfeleléen, az AR csak akkor képes atalakitani a szénhidratokat, ha azok koncentracioja
megfelelden nagy (példaul a cukorbetegség esetén) [139]. Az AR-nek NADPH kofaktorra van
sziiksége ahhoz, hogy hozzd tudjon kotddni a szubsztratjdhoz, és képes legyen kifejteni
biologiai hatasat. Miutan az enzim-kofaktor komplex kialakult, az AR mar konnyen katalizalni

tudja szubsztratjanak redukciojat [140].

2.3.4.1 Aldoz reduktaz szerepe a T2DM-ben

Egyes tanulmanyok kimutattdk, hogy az AR kiemelkedéen fontos szerepet jatszik a
cukorbetegség-szovodmeények, els6sorban a retinopatia kialakulasaban [141]. Ez az enzim
katalizalja a glilkézmetabolizmus poliol Gitvonaldnak elsd, sebességmeghatarozé 1épését, vagyis
a gliikdz szorbitolld torténd redukciojat. Az atalakulast a NADPH ->NADP™ oxidacio kiséri
(12. abra). Az elsé 1épésben keletkezett szorbitolt ezt kovetden a szorbitol dehidrogenaz enzim
fruktdzza oxidalja, mikozben a NADP* NADPH-va redukalodik [142].

Gliikoz Szorbitol Fruktoz

NADPH NADP' NADP® NADPH

12. abra: A glikoz poliol utvonalban torténd atalakulasanak egyszerisitett abraja

Az AR-nek normal koriilmények kozott kicsi a glilkdzzal szembeni affinitasa, ezért megfeleld
vércukorszint esetén az atalakulas lassu. Ekkor a vérben jelenlévo gliikozt a hexokinaz G-6-P-
vé foszforilalja, mely vagy a glikolizisben, vagy a pentoz-foszfat ciklusban alakul tovabb [143].
A cukorbetegeknél jelentkezd hiperglikémids allapotban azonban, amikor a vér
gliikozkoncentracidja rendellenesen megndvekszik, a hexokinaz teljesen telitédik, és a
feleslegben maradt gliikkoz belép a poliol Gtvonalba, ahol az AR szorbitolla redukalja azt. Az
ilyen modon keletkezett szorbitol felhalmozodik a sejtben, ami ozmotikus stresszt valt ki [144].
Tovabba a poliol utvonalban keletkez6 fruktdz képes glikalni a fehérjékben (példaul kollagén,
hemoglobin, krisztallin) talalhaté aminocsoportot, mely folyamat eredményeként 1n.

elérehaladott glikacios végtermékek (Advanced Glycation Endproducts: AGE) keletkeznek. Az
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AGE akkumulacidja az érfalak megvastagodasahoz és rugalmassaguk csokkenéséhez vezethet,
illetve magas vérnyomast is okozhat [145]. Raadasul a poliol utvonal aktivalodasa révén
csokken a redukalt NADPH és az oxidalt NADP* mennyisége, melyek a szervezetben
lejatszodo redox folyamatok nélkiilozhetetlen kofaktorai. A kisebb NADPH koncentracié a
redukalt glutation, nitrogén-monoxid, mio-inozitol és taurin szintézisének csokkenéséhez vezet.
A mio-inozitol kiilondsen a megfeleld idegmiikodéshez sziikséges [146], a glutation pedig az
emberi szervezet szamara nélkiilozhetetlen antioxidans. A glutation redukalt allapotaban képes
meggatolni a reaktiv oxigén intermedierek (Reactive Oxygen Species: ROS) képzodését,
melyek oxidativ stresszt okozva megbontjak a sejtek antioxidans egyensulyat, novelve azok

érzékenységét, sériillékenységét [147].

2.3.4.2 Ald6z reduktaz aktivitasmérési modszerei

Az AR enzim aktivitdsmérését leggyakrabban ugy valdsitjdk meg, hogy spektrofotometrias
[148-151]. A meghatarozas soran az AR azon képességét hasznaljak ki, hogy a szubsztrat
redukcigjaval parhuzamosan a NADPH oxidaciojat is katalizalja. Szubsztratként tobbnyire
gliikozt, G-6-P-t [148], L-arabinozt, D-xilozt [149], D/L-glicerinaldehidet [15] és D-galaktozt
[151] hasznalnak.

2.3.4.3 Ald6z reduktaz inhibitorok

Mivel a magas intracellularis szorbitolszint bizonyitottan Osszefliggésbe hozhaté a T2DM
szovOdményeinek kialakuldsaval, a szorbitol szintéziséért felelds poliol utvonal elsd 1épését
katalizald6 AR aktivitasanak gétlasaval csokkenthetd példaul a sziirkehalyog, a retinopatia, a
neuropatia és a nefropatia kockazata. fgy az AR felhasznalhaté terapias célpontként a
cukorbetegség szekunder szovOdményeinek klinikai kezelésében. Habar napjainkig szamos
kiilonféle szerkezetli AR inhibitort (ARI) fejlesztettek ki [152-153], tovabbra is a karbonsavak
képezik az ARI-k legjelentdsebb és legnagyobb csoportjat. Az e csoportba tartozé vegyiiletek
AR-rel szemben mutatott nagyfoku gatlo hatasanak oka, hogy a karboxilat anion jol illeszkedik
az AR aktiv helyének un. anionkotd zsebébe. Ez a zseb Tyr48, His110, Trp20 ésTrplll
oldallancokbol, tovabba a NADP* kofaktor pozitiv téltésii nikotinamid részébdl all [137]. Az
AR enzimmel kapcsolatos kezdeti kutatasok soran megallapitottak, hogy az enzim érzékeny a
szerves anionokra, kiilonosen a hosszu lancu zsirsavakra [154]. Ez a felismerés vezetett az elsd
ARI, a tetrametilén-glutarsav, azonositasahoz az 1960-as években. Azota a karbonsavtipust
ARI-k szama egyre csak né. Koziilik az epalresztat az egyetlen olyan ARI, amelynek

gyogyszerként vald forgalomba hozatalat jovahagytdk, és melyet azota is alkalmaznak a
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diabéteszes neuropatia klinikai kezelésében [155]. Tovabbi ismert karbonsavtipusu ARI-k a
zenaresztat [156], a zopolresztat [157], a ponalresztat [158] és a fidaresztat [159]. A
kozelmultban szamos egyéb, kiilonbozé alapszerkezetekkel rendelkezd, hatékony ARI-t
fejlesztettek ki és szintetizaltak. Maccari €s munkatarsai példaul évek ota foglalkoznak
kiilonféle tiazolidindion- és rodanin-alapvazzal rendelkezé vegyiiletek (13. abra) eléallitasaval,
melyek rendkiviil hatékonynak bizonyulnak nemcsak ARI-ként, hanem tn. tobb célponton hato
gatloszerekként is [160-163].

R R
0 /\\ o} x
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N N
Rodanin
Tiazolidindion (2-tioxo-1,3-tiazolidin-4-on)

13. dbra: A tiazolidindionok és rodaninok alapvazanak altalanos szerkezete

2.4 Inhibitor-promiszkuitas

A gyogyszertervezésben gyakran alkalmaznak virtualis vagy valds nagy ateresztoképességii
szuiréseket (High-throughput Screening, HTS) az ujabb ¢&s ujabb vezérmolekuldk
azonositdsdhoz [164]. Sikerei ellenére azonban a modszer alkalmazhatosagat ¢és
megbizhatosagat bearnyékoljak a szlirések soran gyakran megjelend fals pozitiv talalatok. Ezek
ugyanugy rendelkeznek a kivant bioldgiai aktivitissal, mint a tényleges taldlatok, de a
késobbiek soran rendszerint bebizonyosodik roluk, hogy nemspecifikus modon fejtik ki
hatasukat. Erre azonban gyakran csak az utan deriil fény, hogy tobb évet és nagymértékii anyagi
forrast forditottak eldallitasukra, illetve tesztelésiikre. Az ilyen ‘nemvezérmolekula-jellegii’
vegyliletek zsakutcat jelentenek a gyogyszeripar szamara, melyek tovabbi vizsgalatat azonnal
megsziintetik [165]. Eppen ezért, nem meglepd, hogy az utobbi években egyre tobb
kutatécsoport foglalkozik a fals pozitiv szlirési taldlatok molekularis mechanizmusanak
felderitésével és megértésével, valamint olyan sziirdk és kimutatdsi modszerek kidolgozasaval,
melyek segitségével mar a gyogyszerfejlesztés korai fazisaban fel lehet ismerni azokat [166].
A legujabb kutatasok alapjan a fals pozitiv jelleg kialakuldsa szoros dsszefiiggésbe hozhat6 a
vegyiilet promiszkuis mivoltaval. A promiszkuis inhibitorok olyan kismolekulak, melyek
képesek egyszerre tobb enzimen is kifejteni gatlo hatasukat [167]. Napjainkig a promiszkuitas
mechanizmusanak szamos okat tartak mar fel. Egyes molekuldk kovalens kotést alakitanak ki

a fehérjék funkcids csoportjaival, ami a célenzimek irreverzibilis géatlasdhoz vezet. Mas
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inhibitorok ,,privilegizalt” szerkezeti elemeket tartalmaznak, melyek egy adott fehérjecsalad
tobb kiilonbozo tagjahoz is hozza tudnak kotddni [168]. Vannak tovabba olyan vegyiiletek,
amelyek a szlrési vizsgalatok soran alkalmazott kolorimetrias vagy fluorometrias
modszerekkel interferalnak, vagyis latszolag ugyan hatékonyan gatolnak, de ez tulajdonképpen
csak egy mesterségesen eldidézett hatas [169]. Az inhibitor-promiszkuitas hatterében alld
legval6sziniibb mechanizmus azonban az aggregatumképzddés: az oldatban 1évd egyedi
inhibitormolekulak 30-1000 nm &atmérdjii részecskékké kapcsoldodnak 0Ossze, és ez az

aggregatum felelOs az enzimgatlasért [170].

24.1 Gyogyszer-promiszKkuitas, mint a gyogyszerfejlesztés *zsakutcaja’

A promiszkuisnak itélt inhibitorok specificitisuk hianya miatt alkalmatlannd valnak a
gyogyszerhatdanyagként torténd felhasznalasra, ugyanis ha egy hatdbanyag nem csak az adott
célenzimet gatolja, megné a kockazata a mellékhatasok kialakulasanak [171]. Ahogy korabban
leirtam, a promiszkuis enzimgatlas kiilonféle mechanizmusokkal magyarazhato, viszont egy
tanulmany szerint a jelenség 95%-os valdszinliséggel az aggregacio miatt kovetkezik be, €s
csupan az esetek 5%-aban vezethetd vissza olyan nemspecifikus gatlasi mechanizmusokra,
mint a kovalens modositas [172]. Tobbféle elképzelés sziiletett mar arrol, hogy az
aggregatumok milyen moédon vesznek részt az enzimaktivitds-csokkentésben: a fehérje
kitekeredése, a fehérjedinamika megvaltozasa, valamint az enzim szubsztratjatol torténd fizikai
elkiilonitése egyarant szerepel a lehetséges mechanizmusok kozott [173]. A legaltalanosabban
elfogadott feltevés az, hogy a kolloidméretii aggregatumok adszorbealjak az enzimmolekulakat,
ami azok kitekeredését eredményezi. Egy ijabb hipotézis szerint azonban maganak a fehérjének
az aggregacidja is bekovetkezhet, ahol az egyedi inhibitormolekula mintegy keresztkapcsolo
vesz részt [174-175]. Valamennyi aggregacidalapu inhibitorra (AAl) jellemz6 a specificitas
hidnya, a csekély SAR és a nemkompetitiv gatlasi mod. Legjellemzdbb képviseldik a
poliaromas és polifenolos vegyiiletek, tovabba a rendkiviil lipofil és konjugalt molekulak [176].
Az aggregacidalapu gatlas (AAQG) kimutatdsara kozvetett €s kozvetlen modszerek egyarant
rendelkezésiinkre allnak. A kozvetett stratégia az AAI-K k6zos jellemvonasainak vizsgalatara
tamaszkodik, melyek a kovetkezOk: (1) legalabb harom, eltéré szerkezettel,
hatasmechanizmussal, funkcidéval ¢és/vagy ligandumfelismerési képességgel rendelkezd
célenzim gatlasa (promiszkuitas), (2) id6fiiggd gatlo hatas, (3) nemionos detergenssel szembeni
kozvetett bizonyitékként szolgalhat az aggregacid bekovetkezésére, ha centrifugalast kovetden

a vizsgalt inhibitor gatld hatésa jelentdsen lecsokken (vagy teljesen megsziinik) [177].
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Az aggregatumképzodés megerdsitésére, avagy kizardsara alkalmazott kézvetlen eljarasok
elsésorban a részecskeméret meghatarozasan alapulnak, amihez tobbnyire dinamikus
fényszorasmérést (DLS) vagy transzmisszios elektronmikroszkopiat (TEM) hasznalnak [178].
A kozvetett és kozvetlen moddszerek mellett azonban rendelkezésiinkre allnak kiilonféle
szamitogépes programok is, melyek segitségével kisérleteink eldtt *megjosoltathatjuk’ azt,
hogy a tesztelni kivant vegyiiletiinkre milyen valdsziniiséggel jellemzé az AAG. A
leggyakrabban hasznalt ilyen tipusu szoftver az online ingyenesen hozzaférhetd Aggregator
Advisor [179], mely két paraméter alapjan itéli meg a keresett vegyiilet aggregaciora valod
hajlamat. Az egyik paraméter az in. Tanimoto-koefficiens, ami a kemoinformatikaban egyik
legelterjedtebben alkalmazott hasonldosagi egyiitthatd. Két szerkezet (az Aggregator Advisor
adatbazisaban szerepl ismert aggregatorok és a keresett molekula szerkezete) akkor tekinthet6
hasonlonak, ha a Tanimoto-koefficiens nagyobb, mint 0,85 [180]. A masik paraméter a
lipofilicitas (hidrofébicitas) kvantitativ mértékének tekinthet6 logP, melyet a program a
molekulaszerkezet alapjan becsiil meg. Egy vegylilet minél nagyobb hidrofob karakterrel,
vagyis minél nagyobb logP értékkel rendelkezik, annal valosziniibben tartozik az AAIl-khoz.
Szakirodalmi adatok szeint a logP > 3 esetén beszélhetiink az AAI-k egyik képviseldjérol [181];

az Aggregator Addvisor is ezt az adatot tekinti hatarértéknek.

2.4.1.1 Az aggregaciéalapu gatlas azonositasiara alkalmazhaté kozvetett modszerek

Promiszkuitasra iranyulo biokémiai vizsgadlatok

A vizsgélt inhibitor eltérd enzimeken kifejtett szignifikdns gatld hatdsa, vagyis a specificitas
hidnya, az AAG felismeréséhez vezetdé egyik legkorabbi figyelmeztetdé jel. A korszerli
proteomikai modszerek lehetdve teszik, hogy egy inhibitort egyidejiileg tobb kiillonb6zo

enzimen is teszteljiink [176].
Detergenssel szembeni érzékenység vizsgalata

A detergenssel szembeni érzékenység vizsgalata az egyik legegyszeriibb és leggyorsabb maodja
annak, hogy kisérleti iton megkiilonboztessiik az AAl-kat a specifikus gatloszerektdl [167]. Az
aggregacios vizsgalatokra egyik leggyakrabban alkalmazott nemionos detergens a Triton X-
100, ami egy alkil-fenil hidrofob farokrészt tartalmaz (14. abra). Aggregacios szama, ami
megmutatja a micellan beliil atlagosan jelen 1évé detergensmolekulak szamat, 100-155 [182].

Detergens jelenlétében az AAl-k altal kifejtett gatlo hatas jelentdsen lecsokken [183]. Ennek
oka, hogy a feliiletaktiv anyag gatolja a hidrofob vegylletek aggregalodasat, vagy
megakadalyozza a nemspecifikus kolcsonhatasok kialakuldsat az aggregatumok és a fehérjek

kozott [184].
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14. dbra: A Triton X-100 nemionos detergens szerkezete

Az AAG kimutatisara legéltalanosabban hasznalt protokoll szerint 0,01% Triton X-100-
tartalmt frissen készitett pufferben kell megismételni a gatlasvizsgalatokat [183]. Az erds
aggregatoroknal viszont nagyobb mennyiségi (0,1 v/v%) Triton X-100-ra is sziikség lehet
ahhoz, hogy a gatlas teljes mértékben megszlinjon [172].

Mivel a detergensmolekuladk altal alkotott micellak hidroféb magja hozzakotddhet a fehérje
el6tt mindenképpen érdemes megvizsgalni, hogy a hasznalni kivant detergens befolyasolja-e az

enzim aktivitasat.

Enzim-inhibitor eldinkubdlds hatdsanak vizsgalata

Tekintettel arra, hogy az AAI-k egyik kozos jellemzéje az id6fiiggd gatlas, az enzim-inhibitor
eldinkubalas hatasara bekdvetkez6 valtozas is indikatora lehet az AAG-nek. Ezen eljaras soran
az enzimet és inhibitort bizonyos ideig inkubaljuk, majd a reakcidt a szubsztrat hozzaadasaval
inditjuk. Az el6inkubalast kovetden a specifikus inhibitorok gatlasi paraméterei (ICso, Ki)
valtozatlanok maradnak, mig a nemspecifikus AAI-k gatlo hatasaban szignifikans novekedés
kovetkezik be. Ez a javulas azzal magyarazhatd, hogy minél tobb id6t biztositunk az enzim és

inhibitor érintkezésére, annal tobb enzimmolekula tud adszorbealddni az aggregatum felszinén

[176, 186].
Enzimkoncentracio-valtoztatas hatasanak vizsgalata

Az egyik legaltalanosabban elfogadott elmélet szerint az AAl-k egy adszorpcids mechanizmus

szerint vesznek részt az enzimgatlasban. E hipotézis értelmében belathato, hogy az AAI-k

crer

crer

az enzimet tobbszords koncentracidoban alkalmazzuk, az enzim aktivitdsanak ndnie, mig a

nemspecifikus AAIl-k gatld hatasanak jelentésen csokkennie kell. Ezzel szemben, egy
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reverzibilis, kompetitiv inhibitor esetében az enzimkoncentracié valtoztatasa nem befolyasolja

a vizsgalt vegyiilet gatlasi paramétereit [170, 176].
Centrifugalas hatdasanak vizsgalata

Az AAG bizonyitasara gyakran alkalmazott eljaras a centrifugalas, mely soran az inhibitor
pufferes oldatat 30 percig centrifugaljak, majd vizsgaljadk a gatlo hatdsaban bekovetkezo
valtozast. Ha egy promiszkuis vegyiilet aggregatumot képez, és azok a kolloidalis részecskék a
feleldsek az enzimgatlasért, az aggregatumok oldatbol torténd eltavolitasa a gatlas csokkenését
vagy teljes megsziinését eredményezi. A centrifugalis erd hatasara ugyanis az aggregatumok
Osszetomorodnek, és letilepednek (15. abra), igy a centrifugalast kovetd mérések soran
felhasznalt feliiluszoban mar csak az egyedi inhibitormolekuldk (monomerek) vannak jelen
[167, 187].
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15. abra: Centrifugalas hatasa a specifikus és az aggregadcioalapu inhibitorokra

2.4.1.2 Az aggregacidalapu gatlas azonositasara alkalmazhaté kozvetlen médszerek

A fentebb leirt kisérletek megfigyelések utjan, kozvetett médon jarulnak hozza az AAI-K
azonositasdhoz, azonban kozvetleniil nem bizonyitjak az aggregatumok jelenlétét. Ehhez egy
olyan biofizikai mddszerre van sziikség, mint a DLS, mely lehetévé teszi az oldatban 1évé, 1-
1000 nm-es részecskék detektalasat, és a méretiikkben bekovetkezd valtozas iddbeli kovetését.
A DLS mérések soran meghatarozhat6 tobbek kozott a Z-atlag, a részecskeméret-eloszlés, a
polidiszperzitas index (PDI) és a fotonbeiitésszam (count rate). A Z-atlag egy kummulalt atlag,
mely az intenzitasatlagtol fliggd hidrodinamikai a&tmérdnek felel meg. Mivel a Z-atlagméret a
mintaban bekovetkezd legkisebb valtozasra is meglehetdsen érzékeny, polidiszperz rendszerek
(példaul szennyezddéseket vagy aggregatumokat tartalmazoé rendszerek) esetében nem javasolt
hasznalni. A részecskeméret-eloszlason beliill megkiilonboztethetiink intenzitas, térfogat és

darabszam szerinti részecskeméret-eloszlast. Az intenzitas szerinti méreteloszlas a kiillonb6zo
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méretli részecskéken szorodott fény mennyiségét adja meg. Az intenzitds szerinti eloszlas
atalakithato térfogat szerinti méreteloszlassa, ami a mintdban 1évé komponensek relativ tomeg-
vagy térfogataranyat veszi alapul. A darabszam szerinti méreteloszlas pedig nem mas, mint egy
adott mérettartomanyba esé részecskék szdmanak és a teljes részecskeszdm hanyadosa. E
harom érték koziil polidiszperz mintak esetében, igy az aggregacié kimutatasara is,
leggyakrabban az intenzitds szerinti méreteloszlast alkalmazzak. Az aggregatum jelenlétére
utald6 paraméter még a PDI, ami a részecskeméret-eloszlas szélességét jellemzo
dimenziomentes szam. A DLS késziilék 0-1 k6zott hatarozza meg a PDI mértékét. Egy tipikus
monodiszperz rendszer esetén a PDI-nek Kisebbnek kell lennie, mint 0,1, mig polidiszperznek
tekintiink egy mintat, ha a PDI meghaladja a 0,4-et. A fotonbeiitésszam (count rate) az egy
masodperc alatt detektalt fotonok szamat jelenti, és értékét keps-ben (kilo counts per second)
adja meg a miiszer. Polidiszperz rendszereknél a beiitésszamnak atlagosan 200-500 kcps koz¢
kell esnie, mig monodiszperz mintaknal 100 kcps alattinak kell lennie. Ha a kisérlet soran
hasznalt olddszer viz vagy vizes puffer, akkor a vakprobanal kapott érték altalaban 20-50 kcps
[188-189].

Habar a DLS modszer az egyik leggyorsabb és legegyszeriibb moddja az aggregacid
kimutatdsanak, hasznalatanak szdmos korlatozé tényezdje van, ami miatt gyakran a kdzvetett
stratégiakat részesitik elonyben. Ilyen hatrany példaul a viszonylag nagy mintamennyiség-
igény (legalabb 1 mL) vagy a vizsgalt vegyiilet alapos ismerete. Ahhoz példaul, hogy a késziilék
az elsddlegesen kapott intenzitas szerinti méreteloszlas-értékeket at tudja konvertalni Z-atlagga,
térfogat vagy darabszam szerinti eloszlassa, sziikség van a tesztvegyiilet refraktiv indexének és
a mérési hullamhosszon val6 abszorpcidjanak megadasara, valamint elézetesen be kell allitani
az alkalmazott oldoszer viszkozitdsat (mérési hdmérsékleten) is. Rdadasul, mivel a szort fény
intenzitasa a részecskeatmérd hatodik hatvanyaval ardnyosan nd, a mintdnak rendkiviil
tisztanak kell lennie ahhoz, hogy lehetévé valjon a Kisméretli részecskék egyértelmi

azonositasa, és méretiik pontos megadasa [190].

2.4.2 Gyogyszer-promiszkuitas, mint a gyogyszerfejlesztés lehetoségeinek *tarhaza’

Habar Seidler és munkatarsai 2003-ban ravilagitottak arra, hogy az ismert, mar kereskedelmi
forgalomban kaphatdé gyogyszerek kozott is eléfordulnak promiszkuis AAl-k [177], a
promiszkuitas gyogyszeripari megitélése negativ maradt, és tovabbra is elzarkoznak az ilyen
tipusu vegyiiletek gyogyszerként vald alkalmazasatol. Ugy vélik, hogy ha egy adott inhibitor a
célenzimen kiviil mas fehérjével is kolcsonhatasba tud 1épni, akkor a kivant terapias hatast nagy

valoszintiséggel mellékhatasok fogjak kisérni [191]. Ennek megfelelden, napjainkban is az un.
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targetalapti  (Target-based Drug Discovery, TBDD) vagy mas néven racionalis
gyogyszertervezés az elsddleges irdnyvonal. A TBDD soran tobbnyire olyan kismolekuldkat
terveznek és fejlesztenek, melyek csupan egyetlen bioldgiai célponttal szemben mutatnak
rendkiviil nagy aktivitast [192]. Ugyanakkor a jelenleg gyogyithatatlan betegségek esetében
(Osszetettségiik miatt) csak nehezen lehet elérni a kielégitd terapias hatast az ilyen ’egy
célponton hatd gyogyszerekkel’. Raadasul ezek a szerek rendszerint nagyon dragak, és gyakran
szamos mellékhatassal rendelkeznek. Emiatt a kutatok egyre elkotelezettebben igyekeznek
alternativ megoldasokat kidolgozni. A szazad elejétél kezdve elotérbe keriilt az un.
"polifarmakologiai’ gyogyszerfejlesztés, vagyis a korabbi egy célpontu stratégiaval szemben a
’tobb célponton hatd’ gyogyszerek vizsgalata. A tobb célponton hatdé készitmények olyan
szerek, melyek egyszerre tobb molekularis célponttal is képesek kolcsonhatasba 1épni
(promiszkuitas), és valamennyi esetben ugyanolyan vagy hasonléan jo farmakologiai hatast
valtanak ki. Ezek a tobb célponton haté gyogyszerek sokkal eredményesebben hasznalhatok a
tobb gént egyarant érintd, un. komplex betegségek (példaul sziv- és érrendszeri betegségek,
daganatos megbetegedések, kozponti idegrendszert érintd korképek, cukorbetegség)
kezelésében, mint az egy célponton hatdo gyogyszerek [193]. Emiatt a polifarmakologia
koncepciodjan alapuld gyogyszerek kifejlesztése az utdbbi években egyre nagyobb figyelmet
kapott. A szakirodalomban szdmos olyan publikaci6 talalhato, melyekben a tobb célponton hatod
gyogyszerek racionalis tervezésének kiilonféle stratégiairdl szamolnak be [194-195]. Azonban
egy ilyen tobb célponton hato gyogyszer tervezése meglehetdsen bonyolult, mely soran szamos
szempontot kell figyelembe venni. Példaul kulcsfontossagu 1épés a megfeleld biologiai
célpontok kivalasztasa, melyeknek jol karakterizaltaknak kell lenniiik, és kozos szerkezeti
sajatossagokkal kell rendelkezniiik. Tovabba, annak érdekében, hogy a tervezés eredményeként
kapott vegyiiletek megfeleljenek a ,,gyogyszerszeri” molekulakkal szemben tamasztott
kovetelményeknek, elengedhetetlen a vezérmolekula-jeldltek optimalizéalasa is, mely soran
biztositani kell a kiilonb6z6 hatasaik kozotti megfelelé egyensulyt [196]. A tobb célponton hato
vegyliletek Kifejlesztésének egyik modja a mar kereskedelmi forgalomban kaphato, a
visszavont vagy a még kisérleti fazisban 1évo gydgyszerek 0j alkalmazasi teriileteinek keresése
(drug repurposing) [197]. A masik lehet6ség értelmében, egy uj tobb célponton hatd gyogyszer
tervezéséhez egy korabban mar promiszkuisnak itélt szerkezeti elemet vesznek alapul, és azt
olyan specifikus kolcsonhatasok kialakitasara képes szubsztituensekkel latjak el, melyek
jelentdsen megnovelik a vegyiilet kivalasztott célpontokkal szembeni hatékonysagat [198].
Maccari és munkatarsai példaul olyan tiazolidinon vegyiileteket terveznek és szintetizalnak,

melyek az ald6z reduktaz és a protein tirozin foszfataz-1B enzimek egyideji gatlasan keresztiil
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rendkiviill nagymértékben hozzédjarulhatnak a T2DM tobb szovodményének egyiittes
kezeléséhez [199-200]. E tiazolidinonszarmazékok alapvazat a rodanin képezi, mely szerkezeti
elem mar szamos esetben eredményezte a kifejlesztett inhibitorok promiszkuis,
aggregacioalapu gatlo hatasat. A szerkezeti modositasok azonban lehet6séget biztositanak arra,
hogy kihasznaljak a promiszkuitas elonyeit, és ezzel egyidejiileg kikiiszoboljék az aggregacio

bekdvetkezését okozo tényezoket [201].
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3. Célkitiizések

Annak ellenére, hogy napjainkban szamos antidiabetikus hatast glikoenzim-inhibitor all
rendelkezésre, tovabbra is intenziv Kkutatasok folynak az 1) gatloszerek utan. A
gatlasvizsgalatok meghatarozo részét képezi a megfeleld aktivitasmérési modszer alkalmazasa,
valamint az, hogy a kisérleti eredményekbdl helytallo kdvetkeztetéseket vonjunk le. Doktori
értekezésemben a glikoenzim-inhibitorok vizsgalatinak e két kulcsfontossaghi elemével

foglalkoztam.

A glikogén foszforilaz esetében az enzim szamos sajatossagat kell szem eldtt tartani egy
megfeleld aktivitdsmérési modszer kidolgozasahoz. Egyrészt, ha az enzim inaktiv formaban
van jelen (GFb), gondoskodni kell az aktivalasahoz sziikséges AMP jelenlétérdl. Mivel a GF
egy két szubsztratos enzim, igy azt is biztositani kell, hogy a reakcid az egyik szubsztratra nézve
pszeudo nulladrendli legyen. Rdadédsul az enzim reverzibilis reakcidt katalizal, ezért olyan
modszerre van sziikség, ami lehetdvé teszi mind a lebontas, mind a szintézis irdnya folyamat
vizsgalatat. A szakirodalomban viszont tobbnyire szakaszos GF-aktivitdsmérési modszerek
talalhatok, melyeket csak az egyik iranyban valositanak meg. Ezért célul tiiztem ki egy olyan
aktivitdsmérési modszer kidolgozasat, mely sordn azonos koriilmények kozott tudom kovetni
mind a lebontds, mind a szintézis irdnyu reakcidt. Az 0 moddszer gatlasvizsgalatokra valo
alkalmazhatosaganak alatamasztasa érdekében két ismert GF inhibitor vizsgalatat terveztem

elvégezni mindkét irdnyban igy, hogy a reakcidésebességet ugyanazon modszerrel mérem.

A glikoenzim-inhibitorok tervezése és vizsgalata soran felmeriild masik gyakori probléma az
adott vegylilet promiszkuitasra, illetve aggregalddasra valo hajlama. Emiatt célul tiiztem ki,
hogy szintetikus eredetli, potencialis glikoenzim-inhibitorok aggregilodasra vald hajlamat
tanulmanyozzam kozvetlen és kozvetett stratégidkat alkalmazva. Kiilonféle szubsztituensekkel
modositott, rodanin-alapvazat tartalmazé tiazolidinonszarmazékokon keresztiil terveztem
bemutatni azt, hogy az alapvaz elézetes vizsgalataval valoban helyesen kovetkeztethetiink-e
egy inhibitor nemspecifikus, promiszkuis jellegére, illetve azt, hogy a promiszkuisnak
bizonyul6 vegytiletek gatl6 mechanizmuséanak hatterében valdban az aggregatumképzddés all-

e.
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4. Vizsgalati eredmények és értékelésiik
4.1  Uj, ITC-alapi médszer kidolgozasa a glikogén foszforilaz enzim aktivitasinak
mérésére
Az volt a célom, hogy kifejlesszek egy olyan aktivitasmérési modszert, mely alkalmazhat6 a
GF enzim 4altal katalizalt reverzibilis reakcid6 mindkét irdnyaban. Ehhez az ITC késziilék
megfelelének bizonyult, hiszen egy folyamat sordn keletkezett vagy elnyelt hdmennyiséget
detektalja. Tekintettel arra, hogy majdnem minden kémiai reakcidt hdvaltozas kisér, az ITC
univerzalis detektornak tekinthet6. Mivel nincs sziikség arra, hogy a szubsztrat
kromoforcsoporttal rendelkezzen, kikiiszobolhetdvé valnak a fotometrias detektalason alapuld
modszerek hidnyossagai. Ez lehetdséget biztosit az enzim természetes szubsztratjanak
hasznalatara szarmazékképzés nélkiil, rdadasul az alkalmazott ITC mérési mddszer nem
érzékeny a reakcidelegy Osszetételére sem. Az enzimkinetikai vizsgdlatokra hasznalt
hagyomanyos ITC technikdk (mint az egyszeres vagy tobbszords injektalas) azonban nem
alkalmasak a reverzibilis enzimreakcidok tanulmanyozasara, mert a folyamat soran keletkezo
termékek a forditott irdnyt reakcid szubsztratjai lehetnek. Ekkor a szubsztrat teljes atalakulasa
helyett, mely az egyszeres injektalassal végzett ITC kisérlet végét jelentené, egy olyan
egyensulyi elegy alakul ki, ahol a két, egymassal ellentétes iranyu reakci6é azonos sebességgel
jatszodik le. Ez lehet az egyik oka annak, hogy az ITC mddszert legfoképp olyan hidrolaz
enzimek tanulmanyozasara hasznaljak, ahol a forditott iranyu reakci6 elhanyagolhato a nagy
mennyiségil viz jelenléte miatt [202- 203].
RmMGF-et valasztottam modellenzimként, ugyanis a szakirodalomban szerepld legtobb GF
gatlasvizsgalatot is ezzel az izoenzimmel valdsitottdk meg (1asd a BRENDA adatbazist), igy az
altalam kidolgozott 1j modszer soran kapott eredmények konnyebben Osszevethetdok az
irodalmi adatokkal. A katalitikus aktivitassal nem rendelkez6 GFb-vel végeztem a méréseimet,
jelenlétét [204].
4.1.1 RmGTF altal katalizalt enzimreakcié karakterizalasa ITC-vel

Az rmGF katalizélta szintézis €és foszforolizis iranyu reakciok sebességét ITC modszerrel
hataroztam meg. Ahogy az ITC méréseim soran kapott termogrammok (16. abra) szemléltetik,
a glikogénszintézis egy exoterm, mig a lebontas egy endoterm folyamat, hiszen a bekdvetkezett
hémérséklet-valtozas kiegyenlitéséhez az elébbi esetében negativ (16. A abra), az utobbinal

pedig pozitiv iranya (16. B abra) véltoztatasra volt sziikség.
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16. dbra: 0,5% glikogénszubsztrat rmGFb enzim dltal katalizalt lanchosszabbitasanak (A) és
foszforolizisének (B) ITC vizsgalata soran kapott termogrammok. A nyilak a mért héaramot
(dQ/dt) szimbolizaljak, ami az alapvonaltol szamitott legnagyobb eltérésnek felel meg.

Mivel a reakcidsebesség a folyamat maximalis héaramaval (dQ/dt) aranyos, nincs jelentésége
annak, hogy a hdjelek pozitivak-e vagy negativak. Az ITC kisérleteket egyszeres injektalasi
modszerrel hajtottam végre, mely sordn az injektorban 1évé GFb oldat kis részletét (5 pL)
titraltam a mérdcellaban taldlhatd szubsztratoldathoz (5 mg/mL glikogén). A kapott nyers
kalorimetrikus jel alapjan meghataroztam az alapvonaltdl szamitott legnagyobb eltérés

mértékét, mely a reakcidosebességgel aranyos dQ/dt értéket adta meg.

4.1.2 Hatasos aktivatorkoncentracio kivalasztasa

A Kkatalitikus aktivitdssal nem rendelkezd, foszforilalatlan szabad GFb enzim AMP-vel
allosztérikusan aktivalhatd. Annak érdekében, hogy meghatarozzam a megfelelé AMP
koncentraciot, vizsgaltam az AMP aktivalé hatdsat mind a foszforolizis, mind a szintézis
iranyaban, 2-klor-4-nitrofenil-B-D-maltoheptaozid (CNP-G7) szubsztrat felhasznalasaval.
Mivel a szintézis soran keletkezd Pi, illetve a lebontés irdnya folyamatban felszabadulo G-1-P
is szubsztratja lehet az enzimnek, biztositanom kellett, hogy a reakci6é e komponensekre nézve
pszeudo nulladrendii legyen. Méréseim soran a félmaximalis aktivalo hatast kivalto
koncentracié (ECso) 50 uM-nak adodott a glikogénlebontas iranyaban, mig 26 uM-nak a
szintézis esetén. A glikogénszubsztratra megadott irodalmi ECso érték 20-90 uM [205-206], ami
jO egyezést mutat az altalam kapott eredményekkel.

A kisérleti adatok alapjan illesztett gorbe 1 mM AMP koncentracidonal érte el a telitést, ami
szintén Osszhangban van a szakirodalomban fellelhetd relevans kisérletekben hasznalt
aktivatorkoncentracioval (1-2 mM AMP) [206- 208].

Figyelembe véve, hogy 1 mM AMP koncentracio felett mar nem kovetkezett be valtozas a
reakcidsebességben, a késobbi vizsgdlataim soran mindig ezt az aktivitormennyiséget

alkalmaztam.
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4.1.3 Szubsztratspecificitas vizsgalata

Az 0j ITC modszer kidolgozasa érdekében elészor a GFb enzim szubsztratspecificitasat
vizsgaltam, hogy kivalaszthassam az aktivitdisméréshez legalkalmasabb szubsztratot. E
kisérletekhez négy kiilonb6z6 szubsztratot alkalmaztam: maltopentadzt (GS5), maltoheptadzt
(G7), glikogént és CNP-G7-et. Mind a négy szubsztrat esetében az ITC gorbék
maximumértékei alapjan meghatarozott, reakciosebességgel aranyos dQ/dt értékeket
abrazoltam a szubsztratkoncentraciok fliggvényében. Az ITC mérések soran kapott adatokra
Michaelis-Menten gorbét illesztettem, és igy hozzajutottam az enzim kinetikai paramétereihez,
vagyis a Michaelis-allandohoz (Kwm) és az enzimreakcié maximalis sebességéhez (Vmax).
Valamennyi mérést a fizioldgias, G-1-P felszabadulassal jard foszforolitikus folyamat
iranyaban valdsitottam meg, amit a puffer IM foszfattartalméaval biztositottam. A lebontasi
reakcidhoz alkalmazott 1M foszfat puffer (pH 6,8) 2,6 mM EDTA-t és 1| mM AMP-t
tartalmazott.

crer

gorbéket szemlélteti.

0,5 mM
1 mM
2,5mM
3 5mM

2 —10mM

Héeffektus (pcal sec?)

15 mM

—20mM

0 50 100 150 200 250
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17. abra: A G5 szubsztrat GFb adltal katalizalt foszforolitikus reakciojanak ITC vizsgalata
soran kapott termogrammok kiilonbozo szubsztratkoncentraciok mellett. A G5 koncentracidja
0,5-30 mM tartomanyon beliil valtozott, az alkalmazott rmGFb koncentracioja pedig 95,7
ug/mL (0,37 uM) volt.

Annak érdekében, hogy 0ssze tudjam vetni az rmGFb katalitikus hatékonysagat a vizsgalt négy
szubsztratra nézve, kiszamoltam a Kca/Km aranyokat. Az ITC kisérleteim soran kapott

eredményeket és az irodalmi adatokat az 1. tablazatban foglaltam Gssze.
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1. tablazat: Az rmGFb enzim kiilonbozo szubsztratokon meghatarozott kinetikai
paramétereinek osszefoglalasa.

ITC-vel mért adat” Irodalmi adat [207]
Szubsztrat  Nemredukalo Foszforolizis Foszforolizis Szintézis
végek szama

Kwm (mM) kcat/KM (S'lM'l) Kwm (mM) Kwm (mM)

G5 1 20,2 +0,3 3,6%10° 9,1 38

G7 1 6,0 £0,6 4,6*10° 7,1 31
CNP-G7 1 2,3 +£0,61 10,1*10° n.a.”™ 15,2 £2,28

Glikogén ~200 1,5+0,17f 6,3*10° 0,15 0,6

“: Az eredmények atlagérték + illesztési hiba formaban vannak feltiintetve.
™ nincs adat

& sajat mérési eredmény

T [S]os, mivel a CNP-G7 reakcié nem kdveti a Michaelis-Menten kinetikat.
. A glikogén esetében feltiintetett Ky érték mg/mL-ben van megadva.

Mivel a szakirodalomban nem talaltam a CNP-G7 lanchosszabbitasi reakcidjara vonatkozo
kinetikai adatokat, ezért ebben az esetben nemcsak a glikogénlebontéds, hanem a szintézis
iranyaban is elvégeztem az ITC kisérleteket, a puffer 50 mM G-1-P tartalmaval biztositva a
megfeleld iranyu reakcid lejatszodasat. E szintézis iranyt mérésekhez 2,6 mM EDTA, 1 mM
AMP ¢és 50 mM G-1-P tartalmu 35 mM B-glicerofoszfat puffert (pH 6,8) hasznaltam. A
vizsgalatok soran kapott adatok alapjan a korabban leirtakhoz hasonl6an meghataroztam a
kinetikai paramétereket: a Ku 152422 mM, a kea/Km pedig 0,25%10% sTM? lett a
glikogénszintézis iranyaban. Ha 6sszehasonlitjuk a G7 és a CNP-G7 esetében meghatarozott
kinetikai paramétereket, akkor lathatd, hogy a CNP kromoforcsoport hatdsara a specificitas
mértéke jelentésen megndtt (1. tablazat).

Annak ellenére, hogy az rmGF egy széleskorlien tanulmanyozott enzim, a szakirodalomban
jelenleg csupan egyetlen olyan kozlemény taldlhato [209], ahol leirjak a kiilonbozd
lanchosszisdgi maltooligomer-szubsztratok Km adatait. Ezeket az értékeket a reverzibilis
reakcidé mindkét irdnydban meghataroztak. Ha 0sszevetjiik a lebontas iranyaban altalam kapott
Km értékeket az irodalomban szerepld, szintézis irdnya adatokkal (1. tablazat), akkor
megallapithato, hogy a maximalis reakcidsebesség felének eléréséhez a foszforolitikus
reakcidban kisebb szubsztratkoncentraciora van sziikség, mint a szintézis iranyaban. Ugyanezt
figyeltem meg a CNP-G7 szubsztrat esetében is, melynek a lebontas és szintézis iranyu
vizsgalatat egyarant én valdsitottam meg. Ez az eredmény megfelel a vartaknak, hiszen a GF
fiziologias koriilmények kozott a glikogén foszforolizisét katalizélja.

Tovabba az is lathato az 1. tdblazatban, hogy az egyes szubsztratok altalam meghatarozott Ky

értékei nagysagrendileg ugyan megegyeznek az emlitett publikacidé ugyanazon szubsztratra
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feltlintetett adataival, azonban a kiilonbségek nem elhanyagolhatok. Ez az eltérés azzal
magyarazhatd, hogy a két kisérletsorozatban nem egyezett meg az alkalmazott AMP ¢és
foszfatkoncentracio.

Az 1. tdblazatbol az is kideriil, hogy a linedris szubsztratok és a szamtalan nemredukal6 véget
tartalmazé glikogén esetében az enzim katalitikus hatékonysaga (Kea/Km) nagysagrendi
hasonlosagot mutat. (A glikogén Keat/Km értékének meghatarozasahoz a tablazatban feltiintetett
mg/mL egységben kifejezett Km-et atszamitottam molos koncentracidra ugy, hogy a glikogén
molaris tomegét 8,5%10° g/mol-nak vettem).

4.1.4 RmGFb szubsztratgatlasa

A GFb szubsztratspecificitasanak vizsgalatakor kapott adatok kiértékelésekor szubsztratgatlast
figyeltem meg a CNP-G7 kromoforcsoport-jelzett szubsztrat foszforolitikus reakcioja esetén
(18. abra).
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18. abra: A [G7] és [CNP-G7] rmGFb enzim aktivitasara kifejtett hatasasnak ITC vizsgalata.
A G7 foszforolizise (m) és a CNP-G7 szintézis irdanyu (X) reakcioja soran a gorbék illesztése a
Michaelis-Menten egyenlet alapjdn, nemlinedris regresszioval tortént, mig a CNP-G7
foszforolizise (A) esetén a Haldane-egyenlet felhasznaldsdval.

A természetben gyakran megfigyelhet6 a szubsztratgatlas jelensége, ami fontos szerepet jatszik
a metabolikus folyamatok feedback mechanizmussal torténd szabalyozasaban [210].
Szubsztratgatlas akkor kovetkezik be, amikor az enzim rendelkezik egy masodlagos
szubsztratkdtohellyel is, és igy lehetdség van két szubsztrat egyidejii kotddésére. A CNP-G7
foszforolitikus reakcidja sordn kapott kisérleti adatok (A jelzés a 18. abran) e jelenséget

szemléltetik. A maximalis hoeffektus elérését kovetOen a szubsztratkoncentracid tovabbi
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novelésével a reakcidsebesség nem maradt allando, hanem csokkenni kezdett, ami a masodik
szubsztrat bekotodésének tulajdonithato. A kinetikai és gatlasi paramétereket (Kwm, Ki) ebben az
esetben a szubsztratgatlasra vonatkozo Haldane-egyenlettel hataroztam meg, mely 0sszefiiggés
alapjan a Kv 2,3 0,6 mM-nak, a Kjpedig 23 +£7 mM-nak adodott.

A PNP kromoforcsoport gatldo hatdsardl korabban mar beszamoltak, mely soran a glikogén
lanchosszabbitasi reakcidjaban, G-1-P-ot alkalmazva masodik szubsztratként, 1Csp=5 mM
értéket hataroztak meg [206]. Megvizsgaltam a foszforolizis iranyaban a CNP kromoforcsoport
okozta szubsztratgatlast, ITC modszerrel, G7-et és foszfatot hasznalva szubsztratként. E kisérlet
enzimreakcio sebessége a felére csokkenjen (ICs0=9 mM). Az irodalmi adatok és a sajat
mérések alapjan arra kovetkeztettem, hogy a szubsztratgatlas egyfajta allosztérikus gatlasnak
tekinthetd, mely azt a kotOhelyet érinti, ahova a szabad PNP/CNP is tud kapcsolodni. A CNP-
G7 esetében példaul bekovetkezhet, hogy az egyik szubsztratmolekula maltoheptaozid része
bekotédik az aktiv centrumba, mig a masik szubsztratmolekula kromoforcsoportja (CNP)
nemkompetitiv inhibitorként az enzim egy masik kotOhelyéhez kapcsolodik. A CNP-G7
szintézis iranyu reakcidban mutatott nagy Kwm értéke viszont nem tette lehet6vé, hogy kisérleti
uton elérjem a szubsztrat telitési tartoméanyat. Ahhoz ugyanis, hogy pontosan meg lehessen
hatarozni a Michaelis-allandét, a szubsztratkoncentracionak 0,1-10*Km kozotti tartomanyba
kellene esnie. Tovabbi vizsgalatokra van sziikség ahhoz, hogy megbizonyosodhassak afeldl,
vajon a szubsztratgatlas végbemegy-e a forditott iranyu folyamat esetén is, illetve hogy e
reakcio eleget tesz-e a Michaelis-Menten kinetikanak.

Mindazonaltal, a késébbi mérések soran 2,5 mM CNP-G7 koncentraciot alkalmaztam, hogy

kikiiszobolhessem a szubsztrat gatl hatésat.

415 Gatlasvizsgalatok

Habar szamos ismert GF inhibitor létezik [128-134], az irodalmi adatok nem mindig
Osszevethetdk. Sok vegyiilet esetében a gatlasi paramétereket (1Cso, Ki) a bioldgiai szempontbdl
nem relevans glikogénszintézis iranyaban hatarozzak meg (legtobbszor a Pi szinreakciojanak
spektrofotometrias detektalasaval) [125]. Ha a fiziologiasnak megfeleld folyamatot, vagyis a
glikogénlebontast  vizsgaljadk, az enzimaktivitdis mérését leggyakrabban kapcsolt
enzimrendszerrel valdsitjdk meg [121]. A mindkét iranyban végrehajtott aktivitasmérések
meglehetésen ritkak [211], raadasul az ellentétes iranyokban kapott gatlasi allandok (Ki)
gyakran jelentdsen eltérnek egymastdl annak ellenére, hogy azoknak meg kellene egyezniiik,

hiszen a Kj az enzim-inhibitor komplex disszociacios allanddjanak felel meg. Mivel az volt a
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feltevésem, hogy a kiilonboz0 értékek az egyes mérések eltérd reakciokoriilmeényeibdl adodnak,
egy olyan ITC modszert dolgoztam ki, mely lehetévé teszi mind a foszforolitikus, mind a
szintetikus folyamat kovetését azonos reakciokoriilmények kozott. Az 0 modszer
gatlasvizsgalatokra valo alkalmazhatosagardl valdo meggy6z6dés érdekében, két, korabban mar
hatékonynak bizonyult GF inhibitor gatlo hatdsat tanulményoztam a katalizalt reakcié mindkét
iranyaban ugy, hogy, a reakcidsebességeket ugyanazon ITC modszerrel hatdroztam meg. Az
egyik gatloszer a koffein volt, mely a GF purin nukleotid kotéhelyéhez kapcsolodva stabilizalja
szubsztratra nézve kompetitiv gliikkozanalog vegyiilet, a GTH volt, melyet a Debreceni Egyetem
Szerves Kémiai Tanszékén Somsak Lasz16 és kutatdocsoportja szintetizaltak.

A reakcidkoriilmények optimalizaldsdhoz CNP-G7-et valasztottam szubsztratként, mivel a
CNP-G7 és a glikogénszubsztratok Km értékei nagysagrendileg megegyeznek, illetve a CNP
lehetdvé teszi a reakcid HPLC segitségével torténd kovetését. Egy enzimkatalizalt reverzibilis
reakci6 iranyat a masodik szubsztrat hatarozza meg: a GF esetében a G-1-P a szintézis iranyu,
mig a Pj jelenléte a foszforolitikus reakcio lejatszodasanak kedvez. Mindharom szubsztrat
(CNP-G7, G-1-P, szervetlen foszfat) kiindulasi koncentracidja 2,5 mM volt. Az egyensily
elérésekor a CNP-G7 58%-a alakult at nagyobb (24%) vagy kisebb (34%) tagszdmu
maltooligomer-termékekké. A G-1-P/P; aranyt szisztematikusan valtoztatva el tudtam érni,
hogy csak az egyik irany dominaljon. 10-szeres felesleg mar biztositotta a kivant iranyt. Miel6tt
ennek az Uj rendszernek megfeleléen megvalositottam volna az ITC gatlasvizsgalatokat,
néhany eldkisérletet végeztem el CNP-G7 szubsztraton, HPLC modszer segitségével. A 19.
abran feltiintetett kromatogrammok a CNP-G7 GFb katalizalta foszforolitikus és szintézis
iranyu reakcigja soran keletkezd termékeket szemlélteti, 5 perc eldinkubélast kovetden, a
megfeleld inhibitor jelenlétében, valamint annak tavollétében. A koffeint, illetve a GTH-t az

irodalmi K; értékek alapjan meghatarozott 1Cso kozeli koncentracioban alkalmaztam.
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19. abra: A CNP-G7 szubsztrat rmGFb enzim dltal katalizalt foszforolizise és szintézise. A
reakcio kovetése HPLC maodszerrel tortént, inhibitorok alkalmazasa nélkiil (felso sor) és azok
jelenlétében (also sor). A: GTH-foszforolizis irany; B: GTH-szintézis irany; C: koffein-
foszforolizis irany; D: koffein-szintézis irany.

A foszforolizis koriilményei kozott, tehat amikor a Pi/G-1-P arany 10 volt, kisebb tagszamu
maltooligomer-termékek keletkeztek, ahogy azt a 19. A (GTH) és 19. C (koffein) abrak felsd
soraban talalhaté kromatogrammok is szemléltetik. A szintézis koriilményeit biztositva pedig,
amikor a Pi/G-1-P arany 0,1 volt, hosszabb termékeket detektaltam, ami a 19. B (GTH) és 19.
D (koffein) abrak fels6 sordban 1év6 kromatogrammokon jol 1athatd. A termékek csucstertiiletei
csokkentek a GTH és a koffein jelenlétében, amit az alsé sorban feltiintetett kromatogrammok
mutatnak. A kromatogrammokon tal4lhat6 f6 cstics minden esetben a CNP-G7 szubsztrathoz
tartozik, ami azt bizonyitja, hogy valamennyi mérés a kezdeti sebesség koriilményei kozott

tortént.

Az ITC kisérleteket a HPLC vizsgalatokhoz hasonld reakciokdriilmények kozott valdsitottam
meg, de a CNP-G7 helyett az enzim természetes szubsztratjat, vagyis a glikogént hasznaltam.
A kivant reakcio lejatszodasat a puffer megfelelé G-1-P/P; tartalmaval biztositottam: 2,5 mM
G-1-P/25 mM P; aranyt alkalmaztam a glikogén foszforoliziséhez, 25 mM G-1-P/2,5 mM P;
aranyt pedig a glikogén lanchosszabbitési reakcidjadhoz.

Kiilonb6z6 inhibitorkoncentraciok mellett meghataroztam az enzim maradék aktivitasat, majd
a kapott pontokra nemlinearis regressziéval koncentracio-hatas gorbéket illesztettem. E
gorbeillesztés alapjan a latszolagos gatlasi allandokhoz (Ki") jutottam, mely értékekbdl ki

tudtam szamolni a tényleges gatlasi allandot (K;).
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Eldszor a koffein gatld hatasat vizsgaltam, mely sordn a szintézis €s a lebontds irdnyaban
egyarant végrehajtottam az ITC méréseket. Korabbi tanulmanyokban mar beszamoltak arrol,
hogy a koffein egy olyan, a szubsztratra nézve nemkompetitiv inhibitor, amely mind a maj-,
mind pedig az izomeredetli GFa esetében az enzim purin nukleotid kétéhelyéhez kapcsolodik.
A koffeint gyakran alkalmazzak pozitiv kontrollként a kiilonféle gatlasvizsgalatokhoz 1 mM
koncentracioban [212-213]. A koffeinnel végzett gatlasvizsgéalatok soran kapott adatokra

illesztett gorbéket a 20. dbran tiintettem fel.

A

Enzim maradék aktivitasa (%/100)
Enzim maradék aktivitisa (%/100)

T T T T
1E-3 0,01 1E-4 1E-3 0,01
[Koffein] (M) [koffein] (M)

20. abra: A koffein rmGFb enzim dltal katalizdlt reverzibilis reakciora kifejtett gatlo
hatasanak ITC vizsgalata soran kapott adatokra illesztett gorbék. A: a glikogénlebontas
iranydaban végzett parhuzamos mérések gorbéi; B: a glikogénszintézis iranydaban végzett

parhuzamos mérések gorbéi. A B abran feltiintetett szaggatott vonal a szintézis iranyu
pdrhuzamos mérések egyiittes adatsorara illesztett gérbét szemlélteti.

Ahogy a 20. abran is lathato, a lebontas irdnyaban (20. A 4bra) a két mérés adatsoraira illesztett
gorbék szinte teljesen egybeesnek. A szintézis irdnyl reakcio esetében a két mérés kiilonallo
adatsorara torténd illesztés mellett elvégeztem az egyiittes adatsorra valo illesztést is, melyet a
20. B abran lathato szaggatott vonal jelol. Habar a parhuzamos mérések pontjaira illesztett
gorbék mindkét iranyban nagy hasonldésagot mutatnak, a foszforolitikus reakcional sokkal jobb
az egyezés. A Greco-Hakala-egyenlet felhasznalasaval megvalositott gorbeillesztés alapjan a
Ki" 1,9 £0,1 mM lett a glikogénszintézis irAnydban, mig 4,1 £0,3 mM a lebontasi reakcié esetén
(2. tablazat). A tisztan nemkompetitiv inhibitoroknal, mint példaul a koffeinnél, a K"

megegyezik a Ki értékével.
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2. tablazat: A koffein és GTH rmGFb enzim altal katalizalt reverzibilis reakciora kifejtett
gatlo hatasanak ITC vizsgalata soran meghatarozott gatlasi allandok sszefoglalasa és
osszevetése szakirodalmi adatokkal.

Ki (uM)
iri Szintézis
Inhibitor Foszforolms. -
ITC Kapcsolt gnzmrendszeres ITC Spektrofotometria

vizsgalat (Py)

Koffein 4050 £260 n.a.” 1920 £140 n.a.”
GTH 13,8 +1,6 2,8 [214] 11,5420 5,1[215]
“: nincs adat

A 2. tablazat alapjan lathatd, hogy bar az altalam meghatarozott gatlasi allandok értékei
nagysagrendileg megegyeznek, a lebontds iranyaban kapott érték mintegy kétszer nagyobb,
mint a szintézisnél.

A 20. ébran felfedezhetd azonban, hogy az illesztést nem lehetett tokéletesen kivitelezni. Ez
arra enged kovetkeztetni, hogy a koffein nem képes nagy affinitassal ktddni a GFb enzimhez,
ugyanis a Greco-Hakala egyenletet elsGsorban a szorosan kotdd6 inhibitoroknal lehet
alkalmazni. Abban az esetben, amikor logisztikus Osszefiiggés alapjan végeztem el az
abrazolast, a gérbék ugyan jobban illeszkedtek a kisérleti adatokra, de az ellentétes iranyokban
meghatarozott két Ki érték aranyaban nem mutatkozott 1ényeges eltérés (Ki=2,9 +0,3 mM a
foszforolizisre, Ki=1,7 0,6 mM a szintézisre).

Szakirodalmi adatot a koffein esetében nem tudtam megadni, ugyanis a korabban mar
meghatarozott gatlasi allandot (Ki=0,1 mM) a GFa enzimen mérték [216]; ilyen jellegii irodalmi
adatot eddig nem talaltam a GFb enzimre nézve.

Az ITC-vel torténd gatlasvizsgalatokat a koffeinnél leirtakhoz hasonléan végeztem a masik
inhibitor, a GTH jelenlétében is. A 21. abran a jobb attekinthetéség érdekében csak a
parhuzamos mérések egyiittes adatsorara, a Greco-Hakala egyenlet felhasznalasaval illesztett
gorbéket tiintettem fel, melyek alapjan megkaptam a latszdlagos gatlasi dllandokat. A szintézis,
illetve lebontas irdnyu vizsgalatok sordn kapott gorbék gyakorlatilag teljesen egybeesnek,
ennek megfelelden a Ki* értékek is kozel allnak egymashoz: 48,9 £4,1 uM a szintézis esetén,
mig 59,9 £3.2 uM a lebontasi reakcioban. A K;* értékekbdl szamitottam ki a tényleges gatlasi
allandokat: a glikogénszintézis esetén Ki=11,5 uM, mig a glikogénlebontas iranyaban Kij=13,8
uM lett (2. tablazat).
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0,8

0,6

04

0,2

Enzim maradék aktivitasa (%/100)

0,0

1E-6

[GTH] (M)

21. abra: A GTH rmGFb enzim dltal katalizalt reverzibilis reakciora kifejtett gatlo hatasanak
ITC vizsgalata soran kapott adatokra illesztett gorbék. m: a glikogénlebontas iranydaban
végzett parhuzamos mérések egyiittes adatsordra illesztett gorbék; A a glikogénszintézis
iranyaban végzett parhuzamos mérések egyiittes adatsorara illesztett gorbék.

Ahogy a gatlasvizsgalatok soran kapott eredmények is mutatjak, a kompetitiv inhibitor (GTH)

esetében a Ki* értékei kozott nem jelentkezett olyan nagymértékii kiilonbség, mint a

nemkompetitiv tipusu gatldészernél, a koffeinnél (22. abra).

o o o =
IS [} ™ =}
1 1 1 )

Enzim maradék aktivitasa (%/100)

o
N
1

0,0

1E-6

(11 (M)

22. abra: A GTH-val és koffeinnel végzett gatlasvizsgalatok eredményeinek ésszefoglalasa. A
szintézis (piros) és lebontas (fekete) iranyu folyamatok ITC modszerrel térténd vizsgalatat
kovetden kapott adatokra illesztett gorbék szemléltetése kozos abran.

Ennek hatterében az allhat, hogy a kompetitiv gatlas soran egy enzim-inhibitor (EI) komplex

jon 1étre, melyet egyetlen, jol-definialt Kgj gatlasi allando jellemez. Ennélfogva, a Kei-nek meg

kell egyeznie a lebontés illetve a szintézis iranyban. A nemkompetitiv (vegyes tipusu) gatlas

esetén azonban a gatloszer nemcsak a szabad enzimhez, hanem az enzim-szubsztrat
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komplexhez is hozza tud kapcsolddni. Mivel ekkor két inhibitor komplex, egy EI és egy ESI,
is keletkezik, ezért a gatlas leirasahoz két kiilonb6z6 gatlasi allandora (K €s Kesi) van sziikség.
A GF altal katalizalt reverzibilis reakcidban a szubsztratok eltérnek a lebontas, illetve a szintézis
iranyt reakcioban, ami négy kiilonb6zo gatlasi allandot eredményez. Még ha az Gsszes
mikroszkopikus disszocidcios allando meg is egyezik a szintézis és a lebontasi reakcidban, az
azokbol ad6dd makroszkopikus allandok eltérhetnek, ami az egyes irdnyok esetében kapott
gatlasi allandok kozti kiilonbséghez vezethet [217].

Habar a GTH esetében altalam meghatarozott lebontds és szintézis iranyu Ki értékek a
kompetitiv inhibitorokra jellemz6 modon jo egyezést mutattak, az irodalmi adatoktol jelentdsen
eltértek (2. tdblazat), ami az alkalmazott aktivitismérési modszerek eltérd alapelveinek és a

kiilonbo6z6 kisérleti koriilményeknek tulajdonithato.

A bemutatott eredmények alapjan elmondhato, hogy a kidolgozott kisérlettervezési eljarast és
reakciokoriilményeket alkalmazva az ITC moddszer lehetévé teszi a kiilonféle foszforilaz
enzimek aktivitasmérését mind a lebontés, mind a szintézis irdnyaban, kiilonb6z6 szubsztratok
hasznalata mellett, tovabba gatlasvizsgalatok kivitelezésére is kivaldoan alkalmazhato. Az
altalam kifejlesztett (1j modszer ilyen modon alkalmas lehet mas, a GF-hez hasonléan

reverzibilis reakciokat katalizald enzimek vizsgalatara is.
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4.2 Tiazolidinonszarmazékok promiszkuis jellegének és aggregaciora valo hajlamanak
vizsgalata

Kutatdsom masik f6 irdnyvonaldt a molekulakonyvtarbdl szarmazod, szintetikus eredetii
tiazolidinonszarmazékok promiszkuis jellegének, illetve aggregaciora vald hajlamanak
tanulmanyozasa képzi. Hét, eltérd szubsztitualtsaga, rodanin-alapvazzal rendelkez6 (5-arilidén-
4-oxo-2-tioxotiazolidin-3-il)ecetsavszarmazék (23. abra, [200]) kozvetett és kozvetlen
modszerekkel megvalositott vizsgalata soran kapott eredményeket és azok értelmezését fogom

bemutatni.

Vegyiilet

szama R R
1 CH.COOH 3-OCH>CONH>
2 CH,COOH 4-OCH>CONH>
3 CH,COOH 3-OCHjs, 4-OCH2CONH;
4 CH,COOH 4-OCHs, 3-OCH2CONH;
5 CH,COOH 4-OCH2C¢Hs
6 CH,COOH 3-OCH;CgHs
7 H 4-0OCsHs

23. abra: A vizsgalt hét (5-arilidén-4-0x0-2-tioxotiazolidin-3-il)ecetsavszarmazék szerkezete

Az AAG bizonyitdsdhoz valamennyi esetben PPA-t alkalmaztam modellenzimként, mig
GalG2CNP-t szubsztratként. A GalG2CNP enzimmel szembeni affinitdsa ugyan rosszabb, mint
a természetes szubsztraté (keményitd), de ennek az egyetlen hasitasi hellyel rendelkezd
kromogén szubsztratnak a segitségével segédenzimek haszndlata és tovabbi potencialis
szubsztratként szolgald oligoszacharid termékek felszabadulasa nélkiil, egyetlen 1épésben
végbemegy a kromoforcsoport felszabaduldsa. A kozvetett stratégia szerint megvalositott
kisérletekhez, vagyis amikor az AAG feltételeinek teljestilését vizsgaltam, elsédlegesen UV-
VIS spektrofotometriat hasznaltam, melyet izotermalis titralasi kalorimetrias (ITC) mérésekkel
egeészitettem ki. A kozvetlen stratégia soran DLS moddszert alkalmaztam az inhibitor- €s
enzimmolekuldk méretében bekdvetkezd valtozas idobeli kovetésére.

Annak érdekében, hogy megbizonyosodjak az AAG kimutatisira alkalmazando6 eljarasok
helytallosagardl, és hogy a tiazolidinonok esetében kapott eredményeket dssze lehessen vetni
egy pozitiv és egy negativ kontrollal, el6szor az akarbozzal és egy gallotanninnal végeztem el
a kisérleteket. Mivel az akarbdz egy kereskedelmi forgalomban kaphatd antidiabetikum,
meggy6zddésem volt, hogy a PPA egy specifikus, kompetitiv inhibitordrél van sz, mely

kivaléan alkalmazhatd negativ kontrollként. Ennek megfelelden azt feltételeztem, hogy az

46



akarboz nem fogja teljesiteni a promiszkuis AAI-k egyik feltételét sem (kozvetett eljaras),
valamint, hogy a részecskeméret meghatirozdsara iranyuld6 mérések (DLS) sem fogjak
kimutatni aggregatumok jelenlétét (kdzvetlen eljaras). Pozitiv kontrollként egy hidrolizalhato
tannint valasztottam, mely egy hatékony a-amilaz gatloszerként ismert masodlagos névényi
metabolit [85,222]. Polifenolos szerkezete és szamos ismert biologiai hatasa miatt erés volt a

gyanum, hogy az altalam vizsgalt aleppoitdlgy-eredetii gallotannin az AAI-k egyik képviseldje.
4.2.1 PromiszKkuitasra iranyulé biokémiai vizsgalatok

Mivel az AAG egyik legkorabbi figyelmeztetd jele a promiszkuitds, vagyis a specificitds
hidnya, elészor azt vizsgéaltam, hogy az inhibitorok képesek-e szignifikans gatld hatast kifejteni
kiilonféle enzimeken. Szamos kozlemény talalhatd, melyekben az akarboz és a gallotanninok
kiilonb6z6 enzimekkel szembeni gatld aktivitasardl szamolnak be, ezért ezekben az esetekben
a szakirodalomra tdmaszkodva hatdroztam meg a promiszkuitas jelenségének fennallasat. A 3.
tablazatban Osszefoglalt irodalmi adatok alapjan lathatd, hogy az akarbdz ugyan tobb enzimre
is jelentds gatld hatdst tud gyakorolni, de ezek tobbsége a glikozid hidroldzok csoportjdba
tartozik [104, 218-221], melyek két szénhidrategység vagy egy szénhidrategység és egy aglikon
kozotti glikozidos kotés hasitasat katalizaljak. A 3. tablazatban szereplé valamennyi enzim a
CAZy adatbazis szerinti besorolasuk alapjan a GH13 vagy a GH31 csalad tagja [57]. Mindkét
csaladra a (P/a)s-TIM-hordd struktira €s a két katalitikus karboxilcsoport (Glu, Asp vagy Asp,
Asp) részvételével végbemend retencids mechanizmus jellemzd. Kovetkezésképpen, ezen
enzimek szerkezete, hatdsmechanizmusa, funkcidja €s/vagy ligandumfelismerési képessége
nem tér el nagymértékben. Habar a vartaktol eltéréen az akarboz promiszkuisnak bizonyult,
annak hatterében nem aggregacio all, hanem feltehetéen olyan ,,privilegizalt” szerkezeti elemek

jelenléte, melyek egy adott fehérjecsalad tobb kiillonbozd tagjahoz is hozza tudnak koétddni.
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3. tablazat: Az akarboz kiilonféle enzimeken kifejtett aktivitascsokkento hatdasa

EC CAZY Gatlasi

Enzim megnevezése , . Hivatkozas
szam csalad [57] paraméterek
HSA 3211 GH13 K=1,3uM 218
PPA 3211 GH13 K=0,8 uM 218
Szukraz 3.2.1.10 GH31 K=0,6 uM 219
a-Gliikozidaz 3.2.1.20 GH31 K=80 uM 220
Ciklodextrin 2.4.1.19 GH13 Ki=2,5 uM 104
gliikanotranszferaz
Gliikoamilaz 3.2.1.3 GH31 ICso= 1,7 uM 221

A tanninok biologiai hatasanak vizsgalata azért keriilt az érdeklédés kdzéppontjaba, mert ezek
az inhibitorok mikromolos vagy akar nanomolos koncentracidban is rendkiviil nagymértékii
gatld hatast tudnak kifejteni egymastdl jelentdsen eltéré enzimeken. Szakirodalmi adatok
alapjan (4. tablazat), a gallotanninok képesek csokkenteni az oxidoreduktazok (EC 1.), a
transzferdzok (EC 2.) és a hidrolazok (EC 3.) aktivitasat is [222-227]. Ezek alapjan a
gallotannin — a vartaknak megfeleléen - legalabb harom, eltér6 szerkezettel,
hatasmechanizmussal, funkcidéval és/vagy ligandumfelismerési képességgel rendelkezd
célenzimet egyarant képes gatolni, tehat e szempont értelmében a gallotanninok promiszkuis
AAl-knak tekinthetdk.

4. tablazat: A gallotanninok kiilonféle enzimeken kifejtett aktivitascsékkentd hatdsa

Enzim

. EC szam Gatlasi paraméterek Hivatkozas
megnevezése
HSA 3.2.1.1 K=9 pg/mL 222
PPA 3.2.1.1 ICs0™= 2,3 ng/mL -
Telomeraz EC 2.7.7.49 1Cs0 = 128,9 nM 223
Poli(ADP-riboz)
o 2.1, = 224
alikohidroldz EC 3.2.1.143 ICs0 =24,2 uM
5a-Reduktaz EC 1.3.99.5 ICs0 = 7.8 uM 225
o-Ketoglutarat-fliggt EC 1.14.11.33 ICs0= 6.9 M 226

dioxigenaz AlkB

Zsirsav szintaz EC 2.3.1.85 1C50=3.0 uM 227
“: Ezen értekezésben meghatéarozott érték

Csakugy, mint a negativ és pozitiv kontrollként funkcional6 akarboznal és tanninnal, a 2-tioxo-
4-tiazolidinonszarmazékok esetében is azt vizsgaltam el6szor, hogy promiszkuis AAI-knak

tekinthetok-e. Mivel Maccari €és munkatarsai korabban mar beszamoltak e vegyliletek AR és
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PTP1B enzimekkel szembeni gatlo aktivitasarol, csupan egyetlen tovabbi, az el6bb
emlitettektdl eltérd karakterisztikdji enzimet kellett vizsgalnom. Egy olyan enzimet szerettem
volna valasztani, mely az AR-rel és PTP1B-vel szemben nem csak a T2DM szovédményeinek
kialakulasaban jatszik szerepet, hanem a hiperglikémiés allapot kifejlédésében is. Emiatt
dontottem a hasnyalmirigy-eredeti a-amildz (PPA) alkalmazasa mellett. Mivel az Osszetett
szénhidratok monoszacharidokka torténd teljes hidrolizise az oa-amildz és az a-glikozidaz
egyiittes aktivitdsa révén valosul meg, ezért a tiazolidinonok promiszkuis jellegének
meghatarozasdhoz mindkét enzim esetében elvégeztem a gatlasvizsgalatokat. Habar a PTP1B-
hez hasonldan ezek az enzimek is a hidroldzok osztalyaba tartoznak, mechanizmusukban és
funkciojukban jelentdsen eltérnek attol. A spektrofotometrids modszerrel altalam kivitelezett
gatlasvizsgalatok soran kapott ICso értékeket és az irodalmi adatokat az 5. tablazatban tiintettem
fel.

5. tablazat: Az 1-7 tiazolidinonszarmazeék kiilonféle mechanizmussal és/vagy funkcioval
rendelkezé enzimeken kifejtett gatlo aktivitasa.

Veoviilet ICso (nM)”
o R R oPA a- AR PTPIB
gliikozidaz  [199] [199]
1 CH,COOH  3-OCH,CONH, 194 +3 208 +3 0,06 717
2 CH,COOH  4-OCH,CONH, 96,4+1,7 89,6420 0,2 10%
3 CH,COOH 3-OCH;, 96,9 +1.8 100 +2 0,2 378
4-OCH,CONH;
4 CH,COOH 4-OCHs, 66,2+0,3 62,1 +1,2 0,1 679
3-OCH,CONH;
5 CH,COOH 4-OCH,CgHs 294 £5 21%" 0,05 56
6 CH,COOH 3-OCH,CgHs 23041t 141 £5 0,05 43,1
7 H 4-OC¢Hs rv.” 2504t 0,06 63,9

“1 Az ICs értékek atlag + illesztési hiba formédjaban vannak feltiintetve.
“: Rendellenes viselkedés

: Maximalisan elérhetd gatlas 102 uM inhibitorkoncentracio esetén

: Maximalisan elérhet6 gatlas 193 pM inhibitorkoncentracié esetén
t1f: Maximalisan elérhet6 gatlas 211 pM inhibitorkoncentracid esetén

Még ha a PPA-t és az a-gliikozidazt egyetlen csoportként is kezelem (hasonlé mechanizmusuk
¢s funkcidjuk miatt), a hétbdl 6t vegytilet (1, 3, 4, 5, 6) akkor is egyértelmiien promiszkuis AAI-
nak tekinthetd a harom, egymastol eltérd enzimen kifejtett jelentds gatld hatdsuk miatt. Habar
a 2-es és 7-es szarmazék teljesitette a promiszkuitas kritériumat, vagyis képesek voltak tobb
enzimet is gatolni, a promiszkuis AAl-kal szemben allitott kovetelménynek nem tettek eleget.

A T7-es vegyiilet ugyan gatolta az AR-t és a PTP1B-t, de az a-gliikoziddz aktivitdsanak
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legfeljebb 25%-0s csokkentését lehetett elérni az alkalmazott legnagyobb inhibitorkoncentracio
esetén (211 pM). Raadasul a PPA-val szembeni gatlo aktivitasat egyaltalan nem lehetett
meghatarozni, mivel a folyamatosan csokkend abszorbancia (rendellenes viselkedés) nem tette
lehet6vé az enzim kezdeti reakciosebességével (Vo) aranyos dAbs/min értékek mérését. A 2-es
szarmazék harom enzimmel szemben (AR, PPA, oa-glikozidaz) 1is szignifikans
aktivitascsokkentd hatast mutatott, viszont a harom gatolt enzim koziil kettd gyakorlatilag
azonosnak tekinthetd (PPA ¢és a-gliikkoziddz) . Ez persze nem jelenti feltétleniil azt, hogy nem
aggregacio all e két vegyiilet promiszkuis viselkedésének hatterében, csupan azt, hogy e
szempont teljesiilésének vizsgalata onmagaban nem elegendd az egyértelmi kovetkeztetések

levonasahoz.

4.2.2 AAG prognosztizalasa az Aggregator Advisor szoftver segitségével

Mivel a vegyiiletek promiszkuis jellegének leggyakoribb oka az aggregatumok képzddése,
kovetkezd 1épésként az inhibitorok aggregéaciora vald hajlamét vizsgaltam. Habar az
alapszerkezeteket figyelembe véve gyanitottam, hogy a kilenc vegyiilet koziil csak az akarboz
nem az AAIl-k egyik képviseldje, az AAG mas szemszdgbdl torténd prognosztizalasahoz az
Aggregator Advisor szoftvert hivtam segitségiil. A program kiértékelése szerint, mely
eredményeket a 6. tablazatban foglaltam 6ssze, a kilencb6l csupan két esetben all fent az AAG
lehetésége: a gallotanninnal és a 7-es vegyiiletnél.

6. tablazat: A vizsgalt inhibitorok Aggregator Advisor daltal meghatarozott logP értéke és
Tanimoto-indexe

Vegyiilet logP érték Tanimoto-index
Akarboz -5,5 -
Tannin 2,8 0,84
1 -0,1 -
2 -0,1 -
3 -0,5 -
4 -0,5 -
5 2,8 -
6 2,8 -
7 3,6 -

A gallotannin szamitott logP értéke meglehetésen magas volt (2,8), és 84%-0s szerkezeti
hasonlosagot mutatott egy korabban mar aggregatornak bizonyult vegyiilettel [228]. Azonban
sem a logP, sem pedig a Tanimoto-index nem haladta meg azt az irodalmi hatarértéket (logP >
3; Tanimoto-index > 0,85), mely felett egy vegyiilet AAI-nak itélhet. Raadasul az Aggregator
Advisorban megjelend egyetlen talalat esetében meghivatkozott kozleményben tényleges nem

szerepeltek az e vegyiiletre vonatkoz6 kisérleti adatok. Kovetkezésképpen, a gallotannin
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aggregacioalapu gatld mechanizmusanak vizsgalata nem csak abbol a szempontbol volt fontos,
hogy rendelkezésemre alljon egy pozitiv kontroll a szintetikus inhibitorokkal torténd késobbi
kisérletekhez, hanem hogy egyértelmii bizonyitékot szolgaltassak a gallotanninok
nemspecifikus jellegét illetden.

A T-es vegyiilet kémiai szerkezete ¢s fizikai sajatossagai alapjan a program nem talalt
hasonldsagot egyetlen ismert AAl-val sem. A nagy hidrofobicitasa (logP=3,6) miatt azonban
felhivta a figyelmet az aggregacié bekovetkezésének valosziniiségére.

Habar a rodanin-alapvazat tartalmaz6 vegyiiletekrdl bebizonyitottak mar korabban [201], hogy
Aggregator Advisor adatbazisaban egy olyan ismert AAI sem szerepelt, mely az 1-7
szarmazékokéhoz hasonlo szerkezettel rendelkezett volna. Az 1-6 vegyiiletek szamitott logP
érteke rdadédsul negativ tartomanyba esett, vagyis lipofilicitdsuk olyan kicsi volt, hogy a szoftver
egyaltalan nem vetette fel az aggregacio lehetdségét.

Az akarboz AAl jellegének szoftveres elérejelzése viszont megfelelt a vartaknak: a becstilt logP
értéke 1ényegesen kisebb volt, mint a masik nyolc vegyiileté, és egyetlen olyan szerkezeti

egységet sem tartalmazott, ami alkalmas lett volna a Tanimoto-indexének meghatarozasara.

4.2.3 Detergenssel szembeni érzékenység vizsgalata

Mivel a detergenssel szembeni érzékenység vizsgalata az egyik legegyszeriibb és leggyorsabb
modja annak, hogy kisérleti iton megkiilonboztessiik az AAI-kat a specifikus gatloszerektol,
megismételtem az eredeti gatlasvizsgalatokat olyan modon, hogy a puffer, melyben az enzimet,
inhibitort és szubsztratot oldottam, 0,01% Triton X-100 nemionos detergenst tartalmazott.
Figyelembe véve azt, hogy a detergensek kozismerten gatoljdk a hidrofob vegyiiletek
aggregalodasat, illetve a nemspecifikus fehérje-aggregatum kolcsonhatasok kialakulasat, azt
feltételeztem, hogy a Triton X-100 alkalmazédsa kovetkeztében az akarboz kivételével
valamennyi vegyiilet gatlé hatasa romlani fog, vagyis az ICso értékiik noni fog. Ez a feltevés
azonban csak részben igazolddott be.

Eldszor az akarb6z és a tannin detergenssel szembeni érzékenységét vizsgaltam. Az enzimet
(PPA) és szubsztratot (GalG2CNP) azonos koncentracidban alkalmazva (0,56 pg/mL enzim és
1 mM szubsztrat a reakcidelegyben) valtoztattam az akarbdz, valamint a tannin mennyis€geét,
¢s spektrofotometrids modszerrel meghatiroztam az iddegység alatt bekdvetkezo
abszorbanciavaltozasokat. Az eredmények helytallosdgdnak ellendrzése érdekében ITC

modszerrel is elvégeztem a kisérletet, ahol az iddegység alatt felszabaduld hémennyiséget
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detektaltam. A detergenssel és az a nélkiil végzett mérések soran kapott pontokra illesztett
gorbéket a konnyebb 6sszehasonlithatdésag érdekében kdzos abran tiintettem fel.

Mindkét technikéval ugyanarra az eredményre jutottam: a Triton X-100 az akarboz gatl hatasat
nem, mig a tanninét jelentdésen befolyédsolta. Az akarbdz esetében csupan 3% eltérés
mutatkozott a detergens nélkiil, illetve az azzal megvalositott spektrofotometrias mérések soran
meghatarozott 1Cso értékekben, és az ITC-vel is csak 6% volt ez a kiilonbség (7. tablazat).
Réadasul, ahogy a 24. 4bra is szemlélteti, a kapott 2-2 koncentracid-hatds gérbe mindkét

modszernél gyakorlatilag teljesen atfedi egymast.
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24. abra: Az akarboz aggregalodasra valo hajlamanak vizsgalata spektrofotometrias (A) és
ITC (B) modszerrel, PPA enzim és GalG2CNP szubsztrat felhaszndlasaval, 0,01% Triton X-
100 nemionos detergens jelenlétében (#), illetve annak tavollétében (m).

A gallotannin gatl6 aktivitasiban azonban mindkét technikaval jelent6s eltérést tapasztaltam.
Ahogy a 25. dbran lathatd, a Triton X-100 alkalmazasat kovetéen kapott zold szinnel jelzett
gorbe a detergens nélkiil végrehajtott gatlasvizsgalat adataira illesztett piros szinli koncentréacio-
hatas gorbéhez képest nagymértékben jobbra tolddott, ami a gatlasi paraméter szignifikdns
csokkenésében is megmutatkozott. A spektrofotometrids vizsgalatok szerint az 1Cso érték 2,27
pg/mL-r6l 110 pg/mL-re emelkedett (7. tabldzat), ami egy megkozelitdleg 50-szeres
novekedeést jelent. Az ITC kisérletek is alatamasztottak ezt a valtozast: a detergens nélkiil mért

1,5 pg/mL 1Csp 74,1 pg/mL-re moédosult Triton X-100 jelenlétében, ami ugyancsak majdnem

50-szeres gatlasromlast reprezental.
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25. abra: Az aleppo tannin aggregalodasra valo hajlamanak vizsgalata spektrofotometrias
(A) és ITC (B) modszerrel, PPA enzim és GalG2CNP szubsztrat felhasznalasaval, 0,01%
Triton X-100 nemionos detergens jelenlétében (*), illetve annak tavollétében (m).

Egy tanninmolekuldban szdmos —OH csoport talalhatdo, melyek mindegyike képes
hidrogénkotést 1étesiteni az a-amilaz valamely oxigén vagy nitrogén tartalmu aminosavéval
(példaul Asp, Glu, Tyr, Trp, His, Arg), illetve a tannin aromds gyliriii és az enzim aromas
aminosavlancai (Tyr, Trp) kozott Tl-stacking kolcsonhatas johet 1étre [229]. Ha a detergens
megbontja a tanninmolekuldk altal alkotott aggregitumot, kevesebb aminosavval tud
egyidejiileg kotést 1étesiteni, ezaltal nagyobb lesz az enzim maradék aktivitésa.

Kovetkezésképpen, a vartaknak megfeleléen, az akarbdz gatlé hatdasa nem bizonyult
érzékenynek a detergenssel szemben, mig a gallotannin teljesitette a promiszkuis AAI-kal

szemben allitott kritériumainak e részét.
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7. tablazat: A vizsgalt inhibitorok spektrofotometrids (és ITC) médszerrel meghatarozott
gatlasi paramétereinek valtozasa Triton X-100 detergens jelenlétében.

I1Cs0 (UM)”
U 0) 0)
Vegyiilet R R: - detergens +0,01% +0,1%
detergens detergens
, 0,65 +£0,02% 0,67 £0,01% i
Akarboz ) ) 1,60 £0,04° 1,70 0,04
. 2,27 £0,08% 110 £5%
PSS . _ B D) 1 ) _
Tannin 1,5 +0,1° 74,1 0,17
1 CH.COOH 3-OCH,CONH; 194 +£3 192 +4 -
2 CH>COOH 4-OCH,CONH; 96,4 £1,7 108 £2 127 £1
3-OCHjs,
3 CH.COOH 4-OCH,CONH, 96,9 +1,8 93,9 +0,5 -
4-OCHjs,
4 CH.COOH 3-OCH,CONH, 66,2 +0,3 67,3 +0,9 -
5 CH,COOH 4-OCH2CeHs 294 +5 149 +4 88,9 +0,7
6 CH.COOH 3-OCH2C¢Hs 23%" 33%" 41%
7 H 4-0OCsHs r.v.*** 109 1 81,3 £1,9

“: Az ICs értékek atlag + illesztési hiba formédjaban vannak feltiintetve.

. A tannin esetében feltiintetett 1Cso értékek pg/mL-ben vannak megadva.
“: Rendellenes viselkedés

f: Maximalisan elérhetd gatlas 193 uM inhibitorkoncentracio esetén

& Spektrofotometrias modszerrel meghatarozott 1Cso értékek

b: ITC modszerrel meghatarozott 1Cso értékek

A 2-tioxo-4-tiazolidinonszarmazékok detergenssel szembeni érzékenységének vizsgalata
kizarolag spektrofotometrids modszerrel tortént, melynek eredményei semmilyen tekintetben
sem egyeztek az eldzetesen vartakkal. Harom inhibitor 1Csp értékében (1, 3 és 4) az akarbozzal
analég modon nem mutatkozott eltérés; a detergenssel és a nélkiile végzett kisérletekbdl
szarmazo adatokra illesztett gorbék szinte teljesen egybeesnek (26. abra), ebbdl adodoan a
gatlasi paraméterek is jo egyezést mutatnak (7. tdblazat). Ennek értelmében az 1-es, 3-as és 4-
es vegyliletek nem tekinthet6k promiszkuis AAI-knak, hiszen nem tettek eleget az erre

vonatkoz6 egyik legalapvetdbb feltételnek.
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26. dbra: Az 1-es (A), 3-as (B) és 4-es (C) 2-tioxo-4-tiazolidinonszarmazék aggregalodasra
valo hajlamanak vizsgalata spektrofotometrias modszerrel, PPA enzim és GalG2CNP
szubsztrat felhasznaldasaval, 0,01% Triton X-100 nemionos detergens jelenlétében (#), illetve
annak tavollétében (m).

A detergenssel szembeni érzékenységre iranyuld vizsgalatok kezdete el6tt — a rodanin-alapvaz
jelenléte miatt — valamennyi 2-tioxo-4-tiazolidinonszarmazék, igy a 2-es vegyiilet esetében is
azt feltételeztem, hogy AAG révén fejti ki hatdsat. Miutan azonban az 1-es vegytilet ICso értéke
Triton X-100 hatasara nem mutatott valtozast, ugy gondoltam, hogy a 2-es szarmazéknal is
ugyanerre az eredményre fogok jutni, hiszen a két vegytilet csupan az —OCH.CONH: csoport
ugyan, de n6tt a 0,01% Triton X-100 hatasara, raadasul a detergenssel végzett mérés adataira
illesztett gorbe is egy hatarozott jobbra tolddast mutatott (27. abra). Annak érdekében, hogy
meggy6zddjek arrdl, hogy a gatlasban bekovetkezett csokkenést valoban a detergens jelenléte
eredményezte, megismételtem a kisérletet 0,1% Triton X-100 alkalmazasa mellett. A tizszeres
mennyiségll detergens jelenléte mar egyértelmiien jelezte a 2-es vegyiilet és a pozitiv kontroll
kozotti hasonlosagot: a gatld aktivitds jelentdsen lecsokkent, amit az illesztett gorbe
markansabb eltolodasa (27. dbra) és a gatlasi paraméter megkdzelitdleg 32%-0s ndvekedése

jelez.
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27. abra: A 2-es szamu 2-110X0-4-tiazolidinonszdrmazék aggregalodasra valo hajlamanak
vizsgdlata spektrofotometrias modszerrel, PPA enzim és GalG2CNP szubsztrat
felhaszndlasaval, 0,01% (#) és 0,1% (A) Triton X-100 nemionos detergens jelenlétében,
illetve annak tavollétében (m).

A maradék harom vegyiilet (5, 6 és 7) vizsgalatakor pontosan az ellenkezd iranya valtozas
kovetkezett be, mint amit a szakirodalmi adatok alapjan a promiszkuis AAI-knal varnank: a
gatlas mértéke a prognosztizalt csokkenés helyett jelentdsen nodtt. A legszembetlinbb eltérés
az 5-0s szarmazék esetében mutatkozott, ahol a gatlas 0,01% Triton X-100 hatasara 51%-kal,
0,1% detergens jelenlétében pedig mintegy 70%-kal lett jobb, amit a koncentracio-hatas gorbék

szignifikans balra tol6dasa is jol szemléltet (28. abra).

Enzim maradék aktivitasa {%100)

e i i
100 1000
linhibitor| {uM)

28. dbra: Az 5-0s szamu 2-110X0-4-tiazolidinonszarmazék aggregalodasra valo hajlamanak
vizsgadlata spektrofotometrias modszerrel, PPA enzim és GalG2CNP szubsztrat
felhasznalasaval, 0,01% (#) és 0,1% (A) Triton X-100 nemionos detergens jelenlétében,
illetve annak tavollétében (m).

A 6-0s és 7-es szarmazékoknal ugyan nem ennyire nyilvanvalé a gatlo aktivitas javulasa, de a

gatlasi paraméterekben mutatkozé tendencia jol lathato. A 6-os vegyiilet az enzim aktivitasanak
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legfeljebb 23%-o0s csokkenését eredményezte detergens alkalmazasa nélkiil, mig 0,01% Triton
X-100 hatasara mar 33%-ra, 0,1% detergenstartalom mellett pedig 41%-ra n6tt a maximalis
gatld hatds. A 7-es szarmazék hatékonysaganak fokozodasa abban nyilvanult meg, hogy
detergens hasznalataval az inhibitormolekulak olyan mértékben stabilizalodtak, hogy pontosan
meg lehetett hatarozni az 1Csg értékeket. Detergens nélkiil ugyanis a rendellenes viselkedésbol
adodoan nem lehetett kivitelezni az enzim aktivitasanak mérését, viszont mar 0,01% Triton X-
100 jelenlétében is jol-definidlt abszorbanciaértékeket kaptam, ami lehetévé tette igy a
gorbeillesztést (29. abra) és az 1Cso értékek meghatarozasat. Mivel a valtozas iranyara ekkor
még nem tudtam kovetkeztetni, ebben az esetben is megismételtem a kisérletet tizszeres
detergenskoncentracio alkalmazasaval. Ahogy a 29. abran is lathato, 0,1% Triton X-100 az

illesztett gorbe balra tolodasat, és ebbdl kdvetkezden az 1Csp érték csokkenését eredményezte.

Enzim maradék akfivitasa (%4/100)

T
100
|inhibitor| (M)

29. dbra: A T-es szamu 2-1i0X0-4-tiazolidinonszarmazék aggregalodasra valo hajlamanak
vizsgalata spektrofotometrias modszerrel, PPA enzim és GalGoCNP szubsztrat
felhaszndlasadval, 0,01% (m) és 0,1% (#) Triton X-100 nemionos detergens jelenlétében.
Az 5-6s, 6-0s és 7-es vegyiiletek esetében a detergens hatasara bekovetkezé gatlasjavulas egyik
oka az lehet, hogy detergens jelenlétében az inhibitormonomerek oldékonysaga és igy

koncentracidja megnd, és a monomerek az aktiv gatld részecskeék.

A géatlasjavulas egy masik lehetséges magyarazata, hogy e harom szarmazék rendkiviil hidrofob
jellege miatt az inhibitormolekulak hidrofob részei kolcsonhatasba Iéphetnek a
detergensmolekulak apolaris farokrészeivel. Az ilyen modon kialakult detergens-inhibitor
komplex pedig nagyobb feliiletet biztosit az enzimmolekuldk szaméra, ami igy a gatlo aktivitas
novekedéséhez vezet.

Ezen eredmények fényében azonban a szakirodalom pontatlannak mondhato. A legtobb
kozleményben ugyanis az szerepel, hogy egy vegyiilet szinte teljes bizonyossaggal AAI-nak

tekinthetd, ha a detergens jelenlétében megismételt kisérlet soran a gatldo hatds csokkenését,
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vagyis az 1Csp érték névekedését tapasztaljuk. Ehelyett azt a megallapitast érdemes tenni, hogy
amennyiben egy vegyiilet gatld aktivitdsdban jelentds valtozds kovetkezik be detergens

alkalmazésa esetén, akkor nagy valosziniiséggel AAG révén fejti ki aktivitdscsokkentd hatasat.

4.2.4 Enzim-inhibitor eléinkubalas hatasanak vizsgalata

Az AAIl-k kovetkezé meghatarozo jellemzOjének, vagyis az idofiiggd gatlasnak a vizsgalata
soran a kisérleteket ugy valositottam meg, hogy a PPA enzimet €s az inhibitorokat 5, 10 és 30
percig inkubaltam, miel6tt a GalG.CNP szubsztrat hozzdadasaval elinditottam volna az
enzimreakciot. Az eldinkubdlds hatdsara bekdvetkezd valtozdsok megfigyelése kizardlag
spektrofotometrias modszerrel tortént.

A korébbiakhoz hasonld6 mddon, az idéfliggés kritériumanak teljesiilését is el0szor a pozitiv és
negativ kontrollok esetében vizsgaltam. A vartaknak megfeleléen, az akarboz gatld
aktivitasaban nem mutatkozott valtozas a 30 perces eldinkubalast kovetden sem. Az 1Csg
értékek legfeljebb 1,5%-0s eltérést mutattak (8. tablazat), és a koncentracio-hatas gorbék is

tulajdonképpen teljesen atfedték egymast (30. abra).
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30. dbra: Az akarboz idofiiggo gatlo hatdasanak spektrofotometrias vizsgalata soran kapott
pontok és az illesztett gorbék. A PPA és akarboz 0 min (m), 5 min (¢), 10 min (A) és 30 min

(k) ideig volt inkubdlva a reakcié inditdasa elétt.

8. tablazat: A vizsgalt inhibitorok spektrofotometrias modszerrel meghatarozott gatlasi
paramétereinek valtozasa 5, 10 és 30 min eldinkubalast kovetoen.

I1Cso0 (uM)”
Vegyiilet R R1 Eléinkubilis ideje
0 min 5 min 10 min 30 min
Akarbo6z - - 0,65+0,02 0,64+0,02 0,64+0,03 0,65+0,04
Tannin™ - - 2,27+0,08 1,10+£0,05 0,97 +0,05 0,65 +0,03
1 CH,COOH  3-OCH,CONH, 194 +3 195 +£2 20143 200 +£3
2 CH,COOH 4-OCH,CONH, 96,4 +1,7 13% n.g." n.g."
3 CH,COOH 3-OCHs, 96,9 +1,8 94.5 +1,3 97,0 1,6 96,6 +1,5
4-OCH,CONH;
4 CH,COOH 4-OCHs, 66,2 +0.,3 69,0 1,6  68,9+2,1 69,7 +1,1
3-OCH,CONH:
5 CH,COOH  4-OCH.CgHs 294 £5 181 £9 189 +4 186 +8
6 CH,COOH  3-OCH,CgHs 2301t 18%’ 12% 904t
7 H 4-OCsHs rv. ™ 108 £2 114 £3 151 £5

“1 Az ICs értékek atlag + illesztési hiba formédjaban vannak feltiintetve.
. A tannin esetében feltiintetett 1Cso értékek pg/mL-ben vannak megadva.

“*: Rendellenes viselkedés
*: Nincs gatlas
t: Maximalisan elérhetd gatlas 193 uM inhibitorkoncentracio esetén

A tannin gatld hatdsdban azonban ismételten eltérést tapasztaltam a reakciokoriilmények

véltoztatasa soran. Az enzim és inhibitor 5 perces eldinkubalasat kovetéen végzett
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gorbeillesztés (31. abra) alapjan meghatarozott 1Cso érték tobb mint a felére csokkent, 30 perc

utan pedig mar megkdzelitleg a negyede lett.

o o o
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31. abra: Az aleppo tannin idofiiggd gatlo hatasanak spektrofotometrids vizsgalata soran
kapott pontok és az illesztett gérbék. A PPA és tannin 0 min (m), 5 min (#), 10 min (A) és 30

min (*) ideig volt inkubdlva a reakcio inditdsa elétt.

Ez a gatlasjavulas azzal magyarazhato, hogy minél tobb id6t biztositottam a PPA és a tannin
¢rintkezésére, anndl nagyobb méretli aggregdtumok jottek Iétre, és igy anndl tobb
enzimmolekulat voltak képesek adszorbealni.

A kapott eredmények alapjan tehat elmondhatd, hogy a gallotannin teljesitette az AAI-k
azonositasara szolgaldé masodik kritériumot is, vagyis az idofliggd gatlo hatast.

Csaktagy, mint a detergenssel szembeni érzékenység vizsgalatakor, az enzim-inhibitor
eléinkubdldas hatdsanak tanulméanyozésakor is ellentmondasokba iitkdztem a 4-
tiazolidinonszarmazékok esetében. Az 1-es, 3-as és 4-es vegyiiletek gatlo aktivitasaban
tovabbra sem kovetkezett be valtozas. ICso értékeik kozel azonosak maradtak 30 perc
eldinkubalas alkalmazasa utan is, ami megerdsiti a detergenssel végzett kisérletekbdl levont
kovetkeztetést, miszerint e harom szarmazék nem aggregacid révén fejti ki hatdsat. A
spektrofotometrias mérésbdl szarmazd pontokra illesztett koncentracio-hatas gorbék (32. abra)

ugyanugy atfedést mutattak, mint az akarb6dz esetében.
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32. dbra: Az 1-es (A), 3-as (B) és 4-es (C) szarmazék iddfiiggd gatlo hatdsdanak
spektrofotometrias vizsgalata soran kapott pontok és az illesztett gérbék. A PPA és az
inhibitorok O min (m), 5 min (), 10 min (A) és 30 min (*) ideig volt inkubdlva a reakcio
inditdsa elott.

Habar a 2-es, 5-0s, 6-0s és 7-es vegyiiletnél is a tanninéhoz hasonl6 gatlasjavulast vartam,
csupan az 5-6s szarmazék felelt meg ennek az eldzetes feltevésnek. Az 1Csp érték 58%-0S
csokkenése (8. tablazat), és a koncentracid-hatas gorbe jelentds balra toloddsa (33. abra)

egyértelmiien jelezte a gatld hatds fokozddasat, ami a tanninnal ismertetett okokra vezethetd

Vissza.
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33. abra: Az 5-6s szarmazék idofiiggo gatlo hatdasanak spektrofotometrias vizsgalata soran
kapott pontok és az illesztett gorbék. A PPA és az 5-0s inhibitor 0 min (m), 5 min (¢), 10 min

(A) és 30 min (k) ideig volt inkubadlva a reakcio inditdasa elott.

A fennmaradd harom tiazolidinonszarmazék (2, 6 ¢€s 7) gatlo hatasaban éppen az ellenkezd
iranyu valtozéas mutatkozott, mint a pozitiv kontroll esetében, vagyis a gatlas jelentds romlasat
tapasztaltuk. A 6-os vegyiilet maximalisan elérhetd gatlasa 30 perc eléinkubalast kovetden
23%-16l 9%-ra csokkent, mig a 2-es szarmazék mar 10 perc utdn teljesen elvesztette gatlo
aktivitasat. Ennek hatterében az allhat, hogy az alkalmazott inkubalasi id6 alatt az aggregacio
olyan szerkezeti valtozast indukalt az inhibitormolekuldban, aminek kdvetkeztében nem tudta
kifejteni aktivitdscsokkentd hatdsat. Ezek az aggregdtumok ugyanis feltehetden fej-lab
illeszkedéssel Osszekapcsolodnak, majd a kialakuld lancok [77-stacking kolcsonhatassal
Osszetapadnak, még nagyobb méretii aggregatumot eredményezve [230]. A rodanin-tipust
vegyiiletek szamos olyan egységet tartalmaznak, melyek kdlcsonhatast tudnak kialakitani az
enzim valamely aminosavaval. Az egyik lehetdség, hogy a nagy elektrofilicitasti exociklusos
kettds kotésre nukleofilként addicionalodik az enzim egyik kéntartalmi aminosavanak (példaul
cisztein) szulfhidrilcsoportja, ami a fehérje reverzibilis kovalens gatlasahoz vezet. Ez a reakcio
azonban nem kedvezményezett, mivel a kettds kotés felszakadasaval megsziinne a
heterociklusos gylirli aromas jellege. Sokkal jellemzdbb, hogy a tioxocsoport kettds kotésii
kénatomja, mely nagy elektronstriisége miatt kivaldé  hidrogénkdotés-akceptor,
hidrogénkotéseket vagy mads, polaris intermolekularis kolcsonhatasokat alakitson ki az
enzimmel [231]. Ha azonban az inhibitormolekulak fej-1ab kapcsolodasaval keletkez6 lancok
is 0sszetapadnak, az inhibitornak nagy valoszinliséggel nem marad olyan hozzaférhetd része,
mely példaul H-k6tést tudna kialakitani az a-amildz valamely aminosavéval. Ez fokozottan igaz

a 2-es vegyliletre, melyben az —OCH2CONH: aminocsoportja és a tioxocsoport kozott is
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kialakulhat hidrogénkotés, elveszitve igy azt az elsddleges egységet, mellyel az enzimhez
kotddne. Ez a megkozelités magyarazatként szolgalna tovabba arra is, hogy miért kapunk eltérd
eredményeket az 1-2 és 5-6 vegyiiletek esetében, melyek csupan az arilidén molekularészen
lehet6vé teszi az inhibitormolekuldk linearis fej-1ab kapcsoldodasat, mig meta helyzetben
linedris kapcsolodds nem johet létre. Ezutobbi esetben a nitrogénatomon talalhatd
karboxilcsoportok fej-fej dsszekapcsolodasa révén antiparallel szalak johetnek 1étre, ami egy
mas tipusu, kisebb aggregatumot hoz létre. Habar az eldbbiek értelmében a 6-os vegyiilet
aggregalddésa nem érinti sem a hidrogénkdtés-akceptorként funkcionald tioxocsoportot, sem
az arilidéngylirii para-helyzetli benziloxi szubsztituensét, azt vartam, hogy az eldinkubalas
hatasara az egyre nagyobb aggregatum egyre jobb gatlast fog okozni. Ezzel szemben a gatlo
hatas csokkent, ami arra enged kovetkeztetni, hogy e szarmazék mds fajta mechanizmus
(példaul fehérjeaggregacio) alapjan fejti ki gatld aktivitasat.

Ahogy azt a detergens alkalmazasakor is tapasztaltam, a 7-es szarmazéknal ismételten jol-
definialt gorbéhez jutottam (34. 4bra) a reakcidkoriilmény moddositasa révén. Mar 5 perc
eldinkubalast kovetden meg lehetett hatarozni a gatlasi paramétert, igy a 30 perces mérés utan
mar egyértelmiien ki tudtam mutatni az 1Cso értékekben jelentkezé ndvekvo tendenciat, vagyis

a gatlo hatas csokkenését. 25 perc alatt mintegy 40%-kal rosszabb lett e vegylilet hatékonysaga
(8. tablazat).

Enzim maradék aktivitasa (%/100)

10 100
[inhibitor| (M}

34. abra: A T-es szarmazék idofiiggo gatlo hatdasanak spektrofotometrias vizsgalata soran
kapott pontok és az illesztett gérbék. A PPA és az T-es szamu inhibitor 5 min (#), 10 min (A)

és 30 min (k) ideig volt inkubdlva a reakcio inditdsa eldtt.
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Ezek alapjan arra kovetkeztettem, hogy a 7-es szarmazék molekuldinak legnagyobb része
gyorsan (5 percen beliil) aggregalodott, ami a vegyiilet stabilitdsdnak novekedéséhez, és ezaltal

mérhetd gatlashoz vezetett.

4.2.5 Enzimkoncentracio-valtoztatas hatasanak vizsgilata

Az AAG kovetkezd {6 ismérvének tanulmanyozasahoz a gatlasvizsgélatokat megismételtem
enzimmennyisé€g alkalmazasat javasolja, spektrofotometrids modszerrel legfeljebb 6-szoros
fehérjekoncentraciot tudtam hasznalni. A kinetikai és gatlasvizsgalatok soran ugyanis minden
alkalommal a kezdeti sebességet (Vo) mérem, ahol a szubsztrat kevesebb mint 10%-a alakul at.
10-szeres vagy annal is nagyobb enzimkoncentracié esetén azonban a nem gatolt enzim
aktivitasa tal nagy lenne ahhoz, hogy a Vvo-t lehessen mérni. ITC modszerrel viszont
lehetéségem nyilt rd, hogy az akarbdzzal és a tanninnal 20-szoros és 50-szeres
enzimkoncentracié mellett végezzem el a gatlasvizsgalatokat.

Az volt a feltevésem, hogy az akarbdz, az 1-es, 3-as és 4-es vegyliletnél, melyek eddig a
promiszkuis AAl-kal szembeni kritériumok egyikét sem teljesitették, semmilyen valtozast sem
fogok tapasztalni, mig az idaig valamennyi feltételnek eleget tevé gallotannin, a 2-es, 5-6s, 6-
os és 7-es szarmazék gatld hatasanak jelentds csokkenésére szamitottam. A nemspecifikus AAI-
k esetében ugyanis az enzim ¢€s inhibitor nem 1:1 ardnyban kapcsolodik, vagyis nem egy enzim-
inhibitor komplex az aktiv gatld részecske, hanem egy nagyméretli aggregitum, mely
meghatarozott szamu enzimmolekula adszorbealasara képes. Az aggregatum feliiletének teljes
telitddése utan azonban minden tovabbi enzimmolekula szabad forméban lesz jelen, melyek igy
hozza tudnak férni szubsztratjukhoz, és képesek kifejteni katalitikus aktivitasukat. Kisérleteim
soran e feltételezések nagy része beigazolodott. Az akarboz gatld hatasa valoban fliggetlennek
bizonyult a célenzim koncentraciojatol. Az ITC modszerrel meghatarozott 1Cso 20-szoros PPA
mennyisé€g (5,6 pg/mL) esetén 1,51 uM £0,08, 50-szeres PPA alkalmazasakor pedig 1,44 uM
+0,08 volt, ami csak kis mértékben tért el a kiindulasi értektdl (1,56 +0,04 pM).
Spektrofotometriaval is hasonldéan kis kiilonbségeket tapasztaltam (9. tablazat). Raadasul
mindkét technikanal majdnem teljesen egybeesnek a kisérleti adatokra illesztett gorbék (35. A
¢s 35. B abra). A konnyebb 6sszevethetdség érdekében az akarbdzzal kozds dbran (35. abra)
tiintettem fel az 1-es, 3-as és 4-es vegyiilet spektrofotometriaval kivitelezett gatlasvizsgalataibol
szarmazo gorbéket. Valamennyi esetben a negativ kontrollhoz hasonlé eredményre jutottam: a
koncentracio-hatas gérbéken semmilyen eltolodas nem mutatkozott, ennek megfelelden az 1Cso

értékek is kozel allandok maradtak (9. tablazat).
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O.tablazat: A vizsgalt inhibitorok spektrofotometrias modszerrel meghatarozott gatlasi
parameétereinek valtozasa kiilonbozo enzimkoncentraciok alkalmazasa esetén.

. ICs0 (UM)”
Vegyiilet R Ry [E]=0,28  [E]=056  [E]=1,12  [E]=1,68
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
Akarbéz - - 0,71 +0,03  0,65+0,02 0,71 £0,03 0,68 +0,04
Tannin** - - 1,91+0,09 2,27+0,08 2,10+0,09 1,98 0,08
1 CH,COOH  3-OCH2CONH, 19842 194 +3 191 +2 197 +2
2 CH,COOH 4-OCH,CONH, 89,1432 964 +1,7 119 +3 163 +4
CH,COOH 3-OCHs, 95,6 +1,0  96,9+1,8  89,9+0,8 94,2 +0,8
4-OCH,CONH
4 CH,COOH 4-OCHs, 67,1 1,4  662+0,3  683+0,8  68,5+1,4
3-OCH,CONH;
5 CH,COOH  4-OCH,CsHs 290 +14 294 +5 295 +12 290 +10
6 CH,COOH  3-OCH.CsHs 27%" 23%" 19% 19%?
7 H 4-OCgHs rv™" rv.” rv. 39,5%"f

“: Az ICs értékek atlag + illesztési hiba formédjaban vannak feltiintetve.

. A tannin esetében feltiintetett 1Cso értékek pg/mL-ben vannak megadva.
: Rendellenes viselkedés

*kK

f: Maximélisan elérhetd gatlas 193 uM inhibitorkoncentracio esetén
: Maximalisan elérhet6 gatlas 119 pM inhibitorkoncentracid esetén
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35. abra: Az akarboz enzimkoncentracioval szembeni érzékenységének spektrofotometrias (A)
¢és ITC (B) modszerrel végzett vizsgalata, illetve az 1-es (C), 3-as (D), 4-es (E) és 5-6s (F)
szamu tiazolidinonszarmazék gatlo hatasanak spektrofotometridval torténé analizise soran
kapott eredmények bemutatdsa. 0,28 ug/mL (#), 0,56 ug/mL (m), 1,12 ug/mL (A) és 1,68
ug/mL (%), 5,6 ug/mL (V), 1,68 ug/mL (X) PPA koncentrdcié alkalmazasa esetén kapott
pontok és az illesztett gorbék szemléltetése.

crer

tiazolidinonszarmazék gatld hatékonysdgaban nem mutatkozott valtozas. Az illesztett gorbék
egybeesése (35. F dbra) és az ICsp értékekben mutatkozo kismértékli valtozéas (9. tablazat)
egyarant a negativ kontrollal mutatott analogiat. Mivel a korabbi feltételek teljesiilése
(detergenssel szembeni érzékenység €s 1dofliggd gatlas) miatt a specifikussag lehetdsége nem
johetett szoba, egyetlen lehetséges oka maradt e jelenségnek, mégpedig hogy a mikromolos
koncentracidju inhibitormolekulak olyan nagy feliileti aggregdtumot képeznek, hogy még 6-
szoros enzimfelesleg alkalmazéasa esetén is képes megkotni az Gsszes, nanomolos

koncentracioban jelenlévo enzimmolekulat.
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A pozitiv kontrollként funkcionald tannin gatlo hatasa —az eldzetes feltevéseknek megfelelden—
modszerrel 6-szoros enzimkoncentracio alkalmazasat kovetéen is kozel azonos ICsg értékeket
(9. tablazat) és egymasra illeszkedd gorbéket (36. A d&bra) kaptam, az ITC kisérletek mar
kimutattak a vart gatlasromlést. Az ICsg 20-szoros PPA mennyiség (5,6 pg/mL) esetén 8,2 +0,6
png/mL, 50-szeres PPA alkalmazasakor pedig 15 £0,5 ug/mL volt, vagyis egy nagysagrendi
kiilonbség mutatkozott a kiindulasi értékhez (1,5 £ 0,1 pg/mL) képest, amit az illesztett gorbék
nagyfoku jobbra tolddasa is jol demonstral (36. B 4bra).
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36. abra: Az aleppo tannin enzimkoncentracioval szembeni érzékenységének
spektrofotometrias (A) és ITC (B) modszerrel végzett vizsgalata. 0,28 ug/mL (#), 0,56 ug/mL

(m), 1,12 ug/mL (A) és 1,68 ug/mL (*), 5,6 ug/mL (V), 1,68 ug/mL (X) PPA koncentrdcio
alkalmazadsa esetén kapott pontok és az illesztett gorbék szemléltetése.

A T-es vegyliletnél egyértelmli gatlasromlasrol nem beszélhetiink, ugyanis a folyamatosan
csokkend abszorbanciaértékek miatt sem a gorbeillesztés, sem pedig a gatlasi paraméterek
meghatarozasa nem volt lehetséges. 6-szoros enzimkoncentracio (1,68 pg/mL) alkalmazasakor
azonban megsziint ez a rendellenes viselkedés, és egy megkozelitleg 40%-o0s maximalis gatlast
lehetett elérni. A rendellenes viselkedés miatt, melyet akkor is tapasztaltam, amikor csupan
maganak az inhibitornak a pufferes oldatat vizsgaltam, kétség sem fért ahhoz, hogy maguk az
inhibitormolekulak aggregalodnak. Viszont az a tény, hogy a fehérje mennyiségének novelése
képes volt stabilizdlni az inhibitoraggregadtumot, arra enged kovetkeztetni, hogy a 7-es
szarmazék a fehérje aggregaciojat is képes kivaltani.

A tanninhoz hasonléan, a 2-es és 6-os vegyiiletek gatldo aktivitdsa is romlott az
enzimkoncentracio novelésének eredményeként. A 6-os szarmazéknal a gatlas csokkenése
ugyan nem volt szignifikans (a 23%-o0s maximalisan elérhetd gatlds 19%-ra redukalodott),
viszont a 2-es vegyiiletnél mar annal nagyobb mértékii valtozas kovetezett be. Az I1Cso érték

hozzavetdlegesen 82%-kal nétt (9. tablazat), és ahogy a 37. abran lathato, a gorbék lefutisa
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crer

alkalmazott maximalis inhibitorkoncentraciéval mar nem lehetett elérni az enzim katalitikus
aktivitasanak teljes megsziinését, viszont a vegyiilet nagy hidrofobicitdsa miatt nagyobb

mennyiségl inhibitor vizes pufferben torténd feloldasa nem volt lehetséges.
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37.abra: A 2-es szamu tiazolidinonszarmazék enzimkoncentracioval szembeni
érzékenységének spektrofotometrias modszerrel végzett vizsgalata soran kapott eredmények

bemutatadsa. 0,28 ug/mL (#), 0,56 ug/mL (m), 1,12 ug/mL (A) és 1,68 ug/mL (*) PPA
koncentacio alkalmazasa esetében kapott pontok és az illesztett gorbék szemléltetése.

4.2.6 Centrifugalas hatasanak vizsgalata

Az AAG kozvetett modon torténd bizonyitdsara szolgald utolso kritérium a vegyiiletek gatlo
hatasanak centrifugalassal szembeni érzékenysége. Centrifugéalast kovetden azt tapasztaltam,
hogy az akarboz, valamint az 1-es, 3-as és 4-es tiazolidinonszarmazék gatlo aktivitdsdban nem
kovetkezett be jelentds valtozas; az 1Csg értékek +10%-0s hatdron beliil maradtak (10. tdblazat).
Ez az eredmény j6 Osszhangban van az eddigiekkel, ugyanis e négy vegyiilet a korabban
vizsgalt feltételek egyikének sem tett eleget, vagyis az AAG azonositdsanak kozvetett

stratégiaja értelmében az akarbdz, és az 1-es, 3-as, 4-es tiazolidinonszarmazék nem tekinthetd

promiszkuis AAI-nak.
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10. tablazat: A vizsgalt inhibitorok spektrofotometrias modszerrel meghatarozott gatlasi
parameétereinek valtozasa centrifugalas hatasara.

|C5o (HM)*
Vegyiilet R R: centrifugalas 30 perc centrifugalas
nélkiil utan

Akarboz - - 0,65 +0,02 0,66 £0,03
Tannin™ - - 2,27 +0,08 0,16 £0,01

1 CH.COOH 3-OCH.CONH; 194 £3 200 +£5

2 CH,COOH 4-OCH,CONH; 96,4 +1,7 n.g.f

3 CH,COOH  3-OCHs, 4-OCH,CONH 96,9 £1,8 105 £2

4 CH,COOH  4-OCHs, 3-OCH,CONH: 66,2 £0,3 65,6 +1,6

5 CH,COOH 4-OCH,CgHs 294 £5 n.g.t

6 CH,COOH 3-OCH,C¢Hs 23%"" n.g.f

7 H 4-OCeHs rv. n.g.t

“: Az ICs értékek étlag + illesztési hiba formajaban vannak feltiintetve.

. A tannin esetében feltiintetett 1Cso értékek pg/mL-ben vannak megadva.

“: Rendellenes viselkedés

- Nincs gatlas

: Maximalisan elérhet6 gatlas 193 pM inhibitorkoncentracid esetén

A masik 0t vegyiilet (tannin, 2, 5, 6 és 7) gatlo aktivitasa azonban a centrifugélés utan jelentdsen
megvaltozott (10. tablazat). A tannin 1Cso értéke 14-szer kisebb lett, ami a centrifugalast

kovetéen kapott kisérleti pontokra illesztett gorbe nagyfoku balra tolddasa jelez (38. abra).
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38. dbra: Az aleppo tannin gatlo hatasanak centrifugadlas hatasara bekévetkezo valtozasa. A
PPA enzim aktivitasanak spektrofotometrias mérése soran kapott pontokra illesztett gorbék
szemléltetése centrifugadlas alkalmazasa nélkiil (m) és 30 perc centrifugdlast kévetéen (#).
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Ez a gatlasjavulas azonban ellentmondott a detergens jelenlétében tapasztalt valtozassal, ahol a
tanninmonomerek gyengébb gatld hatdsat mutattam ki. Ezen eltérés lehetséges magyarazatat a
késobbi fejezetekben fogom ismertetni.

A 2-es, 5-0s, 6-0s és 7-es tiazolidinonszarmazék esetében éppen az ellenkezd eredményt
kaptam, mint a tanninnal, vagyis az egyedi inhibitormolekulak (a korabbi gatlasvizsgalatoknal
alkalmazott koncentracidtartomanyban) egyaltalan nem voltak képesek gatolni az enzimet. Ez
a végkimenetel mar a spektrofotometrids mérések kivitelezése elott is varhatd volt, ugyanis a
centrifugaldas kovetkeztében szilard csapadék jelent meg az Eppendorf csé aljan. A
csapadekképzodés €s a gatlas megsziinése egyértelmii bizonyitékként szolgal az aggregatumok
jelenlétére. A centrifugdlis erd hatdsara ugyanis az aggregatumok kitlilepednek, igy a
feliiluszoban, amivel a késobbi gatlasvizsgalatot is végzem, nincsenek jelen az aktiv gatlo
részecskék. Ez két lehetséges modon kovetkezhet be. Egyrészt feltételezhetd, hogy a
centrifugalas hatasara a feliiliszoban csak a monomerrészecskék maradnak, amik nem képesek
gatld hatast kifejteni a vizsgalt koncentracidtartomanyban. Masrészt az a lehetdség is fennall,
hogy a mintaelokészitéshez sziikséges néhany perc elegendd volt ahhoz, hogy valamennyi
inhibitormolekula aggregalodjon, ilyen modon pedig a centrifugalas utan kapott feliiluszo
csupan maga a puffer volt.

Ezek a tapasztalatok szintén jo egyezést mutatnak a korabbiakkal, hiszen ezen 6t vegyiilet a

promiszkuis AAl-kal szemben allitott valamennyi kovetelménynek eleget tett.

4.2.7 AAG kozvetlen modszerrel torténo azonositasa

Az AAG kimutatasara alkalmazott kozvetett modszerek sordn kapott eredmények
alatdmasztasa ¢és kiegészitése érdekében elvégeztem az inhibitorok fizikai-kémiai
sajatossagaiban (elsdsorban a méretiikben) bekdvetkezd valtozasok kozvetlen stratégia szerinti
vizsgalatat. Ennek kivitelezéséhez DLS-t haszniltam, mely soran az elsddleges célom a
nanoméretli részecskék jelenlétének detektalasa, illetve a részecskeméretben bekovetkezd
esetleges valtozasok kimutatdsa volt. Az intenzitds szerinti részecskeméret-eloszlas, a PDI és a
fotonbeiitésszam alapjan kozvetlen bizonyitékot nyertem arra nézve, hogy a vizsgalt kilenc
vegyiilet koziil melyik tekinthetd AAI-nak. Minden inhibitornal két méréssorozatot
valositottam meg: az elsé esetben csupan az inhibitor (ICso érték koriili koncentracidban)
pufferes oldatat vizsgaltam, a mdasodik sorozatban pedig az inhibitor pufferes oldatdhoz
hozzaadtam a PPA-t is, melynek koncentracidja megegyezett a korabbi gatlasvizsgalatoknal
alkalmazottal. Az elobbinél az inhibitormolekulak, az utobbinal az enzimmolekulak méretében

bekovetkezo novekedést szandékoztam kimutatni.
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A korabbiakhoz hasonlé modon, most is a pozitiv (gallotannin) és a negativ kontrollal (akarboz)
kezdtem el a kisérleteket. Mind az akarboz (0,78 uM~ICso), mind a tannin (2,5 pg/mL~1Csp)
DLS vizsgélata soran 6 kiillonb6z6 idépontban (0 min, 5 min, 10 min, 15 min, 20 min, 30 min)
mértem el6bb az inhibitor, majd a fehérje méretét. Ahogy vartam, az akarb6z pufferes oldataban
még fél 6ra utan sem volt jelen detektalhato részecske, és a PPA méretében sem kovetkezett be
figyelemreméltd valtozas; a fehérje mérete a vizsgalt idészakban atlagosan 147,7 +10,8 nm-
nek adodott (az inhibitor nélkiil mért érték 156,3 nm £5,9). Ez a kisérlet azonban ravilagitott
arra, hogy a vizsgalataimhoz hasznalt PPA kis mértékben ugyan, de aggregalodott formaban
volt. Liu és kutatocsoportja kimutatta, hogy az a-amildz enzim rendkiviil hajlamos a spontan
aggregaciora, mely sordn a cisztein aminosavak kozott kovalens diszulfid hidak alakulnak ki
[232]. Az enzim ilyenfajta kovalens modositasa azonban nem rontja a stabilitast; a késébbi DLS
mérések soran is ugyanazt a méretet detektaltam, és egyetlen, jol karakterizalt csticsot kaptam.
Az akarbdz specifikus, nem aggregicidalapt géatldé mechanizmusat a fotonbelitésszam is
alatdmasztotta, mely értéknek a nagyméretii molekuldk tavollétében 50 kcps koriilinek
(legalabbis mindenképpen 100 kcps alattinak) kell lennie; a 6 mérés esetén a fotonbeiitésszam
atlagosan 36,7 +£5,4 kcps volt. Tovabba a PDI, mely ugyancsak indikatora lehet az
aggregatumok jelenlétének, atlagosan 0,14 +0,2-nek adodott, ami ugyan meghaladja a
monodiszperz rendszerekre megadott 0,1 hatarértéket, de meg sem kozeliti a polidiszperz
rendszerekre vonatkozo also értéket (0,4).

A gallotannin DLS vizsgalata soran, melyet az akarbozéval azonos modon végeztem el, mar
szignifikans ndvekedés mutatkozott az inhibitormolekula méretében, azonban az enzim mérete
ebben az esetben is valtozatlan maradt. Ahogy a 11. tablazat alapjan lathat6, mar a legelsd
mérésnél (0 min) két csucsot kaptam, annak ellenére, hogy a megkozelitdleg két perces
mintael6készités (tannin feloldasa pufferben, minta szlirése, kiivetta késziilékbe helyezése) utan
azonnal elinditottam a mérést. Ezek alapjan arra kovetkeztettem, hogy a 2,2 nm részecske, mely
feltételezhetben a monomer formahoz tartoz6 méret, mar 2 perc alatt el kezdett
osszekapcsolodni nagyobb méreti (87 nm) aggregitummi. A viszonylag magas
fotonbetitésszam (178 kcps) és PDI (0,19) szintén alatdmasztja ezt az elképzelést. A 10 perccel
késébbi mérés soran mar egy harmadik csucs is megjelent, melynek mérete mar egyértelmiien
az aggregatumokra jellemzd mérettartomanyba esik. A 11. tablazat tovabba azt is jol
szemlélteti, hogy a 30 perc mérési id0 alatt a monomer végig jelen volt, mig a masodik és
harmadik cstcs egyre nagyobb méreteknél jelentkeztek. Az utolséd esetben példaul mar 5000

nm-nél is nagyobb részecskéket detektaltam. Tovabba az is elmondhatd, hogy a
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fotonbeiitésszdm, mely az egy masodperc alatt detektalt fotonok szamat jelenti, a vizsgalt

idészakban folyamatosan nétt, csakiigy, mint a minta polidiszperzitdsanak mértékére utalé PDI.

11. tablazat: Az aleppo tannin (2,5 ug/mL) DLS vizsgalata soran kapott eredmények

osszefoglalasa.

1do s .

.0 Méret (nm) Fotonbeiitésszam PDI

(min) (keps)
1. csucs 2. csucs 3. csucs

0 2,2+0,4 87 £17 - 178 0,19

5 2,4+04 179 +44 - 182 0,25
10 2,3+0.4 126 £29 456 +£99 194 0,31
15 2,4 +0,5 178 £39 4480 +881 235 0,34
20 2,5+0,6 234 £92 4886 +£680 240 0,38
30 2,4 +0,6 201 £67 5281 +419 279 0,47

Habar az AAG feltételeinek vizsgalata soran kapott eredmények alapjan biztos voltam abban,
hogy a gallotannin aggregacio révén fejti ki gatld hatasat, a DLS kisérletek tették egyértelmiive,
hogy az inhibitormolekuldk altal alkotott aggregdtumok az aktiv gatld részecskék, és nem az
enzim aggregacidja valtotta ki annak aktivitdscsokkenését. Tovabba a két moddszer
Osszehasonlitasaval az is megallapithato, hogy a 30 perces enzim-inhibitor eldinkubalas okozta
jelentds gatlasjavulas azért kovetkezett be, mert ennyi idore volt sziikség ahhoz, hogy az 5281
nm méretll aggregatum kialakulhasson. Mivel ez a felillet 60-szor nagyobb, mint az
eldinkubalas alkalmazasa nélkiil, sokkal tobb enzimet képes adszorbealni. A Triton X-100
jelenlétében tapasztalt nagymértékii gatlasromlas arra vezethetd vissza, hogy a detergens
megakadalyozta mind az inhibitor-inhibitor, mind pedig az enzim-enzim aggregatumok
kialakulasat (vagy megszlintette a mar kialakult kdlcsonhatasokat), és az enzim-inhibitor 1:1
aranyl specifikus kolcsonhatasabol szdrmazd komplex nem képviselt olyan markans gatlo
hatést, mint az aggregdtum. A centrifugalds okozta 1Cso-csokkenés viszont azt jelzi, hogy az
enzimmolekulak altal alkotott kisméretii aggregatummal az inhibitormonomer sokkal
kedvezdbben tud kialakitani egy specifikus enzim-inhibitor-komplexet. Az, hogy az
inhibitoroldat 30 perces centrifugalasa jelentsebb gatlasjavulashoz vezetett, mint a 30 perces
enzim-inhibitor eldinkubalas azzal magyarazhat6, hogy a tanninmonomer sokkal t&bb
enzimaggregatumot tud gatolni, mint amennyit a tanninaggregatum képes adszorbealni.

Miutan a DLS modszer esetében is rendelkezésemre allt egy pozitiv és egy negativ kontroll,

elvégeztem a hét tiazolidinonszdrmazék vizsgalatat is. Ebben az esetben 5 kiilonbozo
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idépontban (0 min, 2 min, 5 min, 10 min, 20 min) hataroztam meg az inhibitor- (ICso értékhez
kozeli koncentracidban) és az enzimmolekulak méretét. Varatlan volt, hogy az 1-es, 3-as és 4-
es vegyiiletek pufferes oldatdban nanoméretli részecskék voltak jelen (12. tablazat), ugyanis
ezek a szarmazékok a kozvetett stratégia értelmében nem tartoznak az AAI-k kozé. Az
atlagosan 160 nm méretli részecskék a szakirodalom szerint ugyan mar aggregatumnak
szamitanak [177], viszont a teljes mérési id0 alatt tendenciaszeri valtozast nem lehetett
megfigyelni.

12. tablazat: A hét 2-tioxo-4-tiazolidinonszdrmazék DLS vizsgalata soran kapott intenzitas
szerinti meéreteloszlas-értékek osszefoglalasa.

Méret (nm)
Id_6 Inhibitor Inhibitor Inhibitor Inhibitor Inhibitor Inhibitor Inhibitor
(min) 1 2 3 4 5 6 7
(204 uM) (105 uM) (103 uM) (73,9 uM) (208 uM) (193 uM) (137 uM)
0 153 nm 63 nm 46 125 nm 167 nm 506 nm 82 nm 201 nm
+37 +42 +52 +104 +12 +75
5 167 nm 163 nm 143 nm 167 nm 520 nm 97 nm 599 nm
+59 +47 +56 +64 +101 +21 +103
5 165 nm 191 nm 129 nm 176 nm 532 nm 124 nm 679 nm
+62 +34 +39 +80 +129 +38 +116
10 173 nm 240 nm 152 nm 182 nm 529 nm 103 nm 700 nm
+56 +81 +22 +77 +132 +24 +126
20 167 nm 236 nm 196 nm 195 nm 509 nm 110 nm 758 nm
+49 +80 +40 191 +93 +28 +136

Emellett a fotonbetitésszam a 20 perc alatt atlagosan 145 kcps (inhibitor 1), 193 kcps (inhibitor
3) és 126 keps (inhibitor 4) volt, mig a PDI atlagok 0,13 (inhibitor 1), 0,34 (inhibitor 3) és 0,19
(inhibitor 4) voltak, mely értékekben a tanninéhoz hasonld6 moédon nem volt tapasztalhato
tendenciozus ndvekedés. Habar az el6bbi két adat egyik esetben sem haladta meg a polidiszperz
rendszerekre jellemz6 hatarértéket, sokkal kozelebb allnak a tanninra kapott értékekhez,
mintsem az akarbdzéhoz. E harom szarmazéknal is elvégeztem azt a DLS kisérletet, amikor a
minta a pufferben oldott inhibitor mellett az enzimet is tartalmazta. Egyiknél sem kovetkezett
be novekedés a fehérje méretében; 119 +5 nm atmérdjii részecskéket detektaltam, ami csak kis
mértékben tért el attol az értéktdl, amit az inhibitor tavollétében hataroztam meg az enzimre
(124 +£3 nm). Mindezen eredmények alapjan azt a kovetkeztetést tudtam levonni, hogy az 1-es,
3-as és 4-es tiazolidinonszarmazék ugyan képez Kisméretti (feltehetéen fej-fej kapcsolodasu)
aggregatumot, de az AAl-kra jellemzd feltételek teljesiilésének vizsgalatan alapuld kozvetett

modszer értelmében ezen aggregatumok nem adszorpciés mechanizmus révén, hanem
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specifikusan vesznek részt a gatlasban, hiszen a reakcidkoriilmények valtoztatasa semmilyen
hatdst sem gyakorolt e vegyiiletek gatlo aktivitdsara. Ezt aldtdmasztja az is, hogy a
centrifugalast kovetden e vegyiileteknek nem csokkent a gatld hatasa.

A 2-es, 5-0s és 7-es inhibitorok esetében azonban mar egyértelmii részecskeméret-novekedést
tapasztaltam (12. tablazat). A 2-es szarmazék méretének (179 nm), fotonbeiitésszamanak (119
keps) és PDI (0,15) értékének atlagat tekintve nem mutat nagy eltérést az 1-es, 3-as és 4-es
vegyiilethez képest, viszont az AAl-k valamennyi kritériumanak eleget tett, ami arra utal, hogy
az aggregatum az aktiv gatldo részecske. Tovabba a kozvetett és kozvetlen moddszerek
eredményeinek Osszevetésével azt is meg lehet allapitani, hogy csak korilbeliil 63-163 nm
kozotti mérettartomanyban képes az inhibitoraggregatum kifejteni hatasat, 200 nm felett mar
nem. 5 perc eldinkubalast kdvetéen ugyanis, ahol a részecskeméret megkozelitéleg 200 nm
volt, a maximalisan elérhetd gatlas 13%-ra csokkent, mig 10 perc inkubalasi id6 alkalmazasa
(~240 nm méretli részecskék) a gatlas teljes megsziinéséhez vezetett.

Az 5-0s vegylilet DLS vizsgalata feltarta, hogy a mintael6készitéshez sziikséges néhany perc is
elegendd ahhoz, hogy egy tobb mint 500 nm atmérdjii aggregatum j6jjon 1étre; mar az els6 (0
perces) mérés soran ezt az értéket kaptam, ami a kovetkezé 20 percben nem mutatott tovabbi
novekedést. Ez az eredmény alatdmasztja a kozvetlen modszerrel tapasztalt valtozasokat: 5 perc
enzim-inhibitor eléinkubalas utan sokkal kisebb lett az 1Csp érték, ami viszont azt kovetden nem
moédosult tovabb, vagyis az aggregatumképzodési folyamat mindkét moddszer értelmében
rendkiviil gyorsan ment végbe. Ezt bizonyitja a centrifugalast koveto teljes gatlasvesztés is, ami
azért kovetkezett be, mert a gyors aggregacié miatt sem monomer, a kililepedés miatt pedig
aggregatum sem volt jelen a vizsgalt feliiluszéban. Tovabba az is megallapithatd, hogy a
detergens okozta gatlasjavulas az egyedi részecskék nagyobb gitld aktivitasara vezethetd
vissza, melyhez az enzim monomerformajanak kisebb aktivitasa is hozzaadodott. Az Gsszes
mérés soran jelen 1évé kisméretli enzimaggregatumot Osszetartd kolcsonhatasokat is
megsziinteti a detergens, csokkentve igy az enzim aktivitasat [233]. A 6-szoros enzimfelesleg
alkalmazasanak elégtelensége pedig Osszefiiggésbe hozhatoé az aggregatum DLS technikaval
kimutatott 500 nm feletti méretével, ami rendkiviil nagy adszorpcios feliiletet tud biztositani.
Habar mar a nagy részecskeméret is egyértelmi indikatora volt az aggregatumok jelenlétének,
a PDI és a fotonbeiitésszdm tanninét meghaladd értéke még egyértelmiibbé tette azt. Az 5
kiilonbozé iddpontban végrehajtott kisérlet soran kapott PDI-k atlagértéke 0,45, mig a
fotonbeiitésszdmé 364 kcps volt, ami nemcsak a pozitiv kontroll esetében mért értékeket, hanem
a polidiszperz rendszerekre jellemzd alsé hatarértéket is jelentdsen meghaladja. Az enzim

mérete viszont ez alkalommal is valtozatlannak bizonyult.
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A 6-os tiazolidinonszarmazék azonban eltérést mutatott a korabbi gatloszerekhez képest,
ugyanis nem az egyedi inhibitormolekuldk Osszekapcsolddasa, hanem a fehérjemolekulak
aggregacioja kovetkezett be. Amikor csupan az inhibitor pufferes oldatat vizsgaltam, ~100 nm
mérettel rendelkezd részecskéket detektaltam. Ez az érték ugyan az 1-es, 3-as és 4-es
vegyllethez hasonloan mar kisméretli aggregatumnak szamit, viszont a 20 perc alatt ez esetben
sem tapasztaltam tendenciaszerii valtozast. Raadasul az atlagos PDI (0,19) és fotonbelitésszam
(174 kcps) nem haladja meg sem a pozitiv kontroll, sem a polidiszperz rendszerekre vonatkoz6
alsé hatarértékét. Habar az enzim méretének meghatarozasara iranyuld kisérlet soran sem
tapasztaltam kezdetben névekedést (a mintael6készitést kovetd legelsé mérés soran 121 nm +5
nm atmérdjl fehérjemolekulat detektaltam), 20 perccel késobb mar harom csucs jelent meg (1.
csucs: 23,5 nm £0,8; 2. cstics: 70,7 nm +3,7; 3. cstcs: 404 nm +£9,3). Ennek hatterében az allhat,
hogy az dsszekapcsolddott fehérjelancok egy része tovabb aggregalddott (404 nm részecske),
mig masik része fragmentalddott (a 121 nm-es részecske egy 23,5 nm és egy 70,7 nm atmérdji
részecskévé fragmentalodott). A fehérjeaggregatumok ugyanis hosszu, el nem agazo, B-
lemezes struktiraval rendelkezé Un. amiloid szalakat tartalmaznak. Ezen amiloid szalak
propagacidja (ujabb monomeregységek lancvégre vald csatolasa) sordn azonban gyakran
eléfordul, hogy a tl hossz amiloidlancboél tobb kisebb darab torik le (fragmentalodik) [234].

bekovetkezd gatlasromlds a nagyméretii enzimaggregatumok nagyobb aktivitasra vezethetd
vissza.

A T-es szarmazék, vagyis az egyetlen olyan inhibitor, mely az Aggregator Advisor javaslata
szerint hajlamos az aggregaciora, egyediilallo eredményt hozott. Nemcsak az
inhibitormolekuldk, hanem az enzimmolekulak aggregacidja is bekovetkezett a DLS kisérletek
eredményei alapjan. Mar a legelsé mérés alkalmaval, tehat kdzvetleniil a mintael6készités utan,
201 nm méretii inhibitorrészecskéket detektaltam, mely 5 perccel késébb mar 679 nm volt. Ez
az érték pedig fokozatosan nétt; 20 perc elteltével mar 758 nm atmérdjii aggregatum volt jelen
a vegyiilet pufferes oldataban (12. tablazat). Azonban ugyanilyen ndévekvd tendencia
mutatkozott a PPA méretében is: a kiindulési 103,1 £30 nm méretii fehérje 5 perc elteltével mar
864 £33 nm volt, mig 20 perc utdn mar egy nagysagrendbeli valtozas kovetkezett be (1039 nm
+52). Ezek alapjan lathatd, hogy az inhibitormolekulak legnagyobb része mar 5 perc alatt
aggregalddott, ami j6 egyezést mutat az idofiiggés vizsgalata soran tapasztaltakkal. Az a tény
azonban, hogy az enzim ¢€s inhibitor tovabbi 15 percig torténd inkubalasa soran az ICso nott,
arra enged kovetkeztetni, hogy a fehérjeméret tovabbi ndvekedése kedvezotleniil hat a vegyiilet

gatlo hatdsdra. Ez a 6-os tiazolidinonszdrmazéknal leirtakhoz hasonldan, az
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enzimaggregatumok nagyobb aktivitdsa miatt kovetkezhet be. A detergens jelenlétében
tapasztalt gatlasjavulds és a centrifugalas hatasara bekovetkezd aktivitdsvesztés ugyanazzal

magyarazhatd, mint az 5-0s vegyiiletnél.
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5. Anyagok és modszerek

5.1  Alkalmazott pufferek

Foszfat puffer

Az rmGFb szubsztratspecificitdsanak vizsgalatdhoz a foszforolizis iranyaban 1 M foszfat
puffert (pH 6,8) alkalmaztam, mely 1 M NaH2PO4-2 H20 és 1 M NaxHPO4-H20 1:1 aranyu
elegyét, 2,6 mM EDTA-t, illetve 1 mM AMP-t tartalmazott. Ugyanezen kisérlet
lanchosszabbitasi méréseihez 2,6 mM EDTA, 1 mM AMP és 50 mM G-1-P tartalma 35 mM
Na-B-glicerofoszfat puffert (pH 6,8) hasznaltam.

Az rmGFb gatlasvizsgalata soran valamennyi reagenst (enzim, szubsztrat és inhibitor) 35 mM
Na-B-glicerofoszfat pufferben (pH 6,8) oldottam, mely a lebontas irdnyt kisérletek soran 25
mM NaHPO4-H20-t, 25 mM G-1-P-ot, 26 mM EDTA-t és 1 mM AMP-t, mig a
glikogénszintézis vizsgalatakor 25 mM G-1-P-t, 2,5 mM NazHPO4.-H,0O-t, 2,6 mM EDTA-t és
1 mM AMP-t tartalmazott.

A pH beallitasahoz H3POgs-et és NaOH-t hasznaltam.

A foszfat puffer EDTA, AMP, NaH2PO4, Na2HPOj4 és B-glicerofoszfat komponenseit a Sigma-
Aldrich Kft.-t6] szereztiik be (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), mig a gliik6z-1-foszfatot
a Reanal Laborvegyszer Kereskedelmi Kft. (Budapest, Magyarorszdg) bocsatotta

rendelkezésilinkre.

A szintetikus  eredeti  2-tioxo-4-tiazolidinonszarmazékok — promiszkuis  jellegének
tanulmanyozasakor végzett a-glilkozidaz-aktivitdisméréshez szintén foszfat puffert (pH 6,8)
alkalmaztam, ami ebben az esetben 0,2 M NaH2PO4-2 H20 és 0,2 M NapHPO4-H20 1:1 aranya
elegyét tartalmazta [235].

MES puffer

Az inhibitor-promiszkuitas vizsgalata soran az enzimet (PPA), szubsztratot (GalG2CNP),
valamint a gatloszereket (akarboz, gallotannin és 2-tioxo-4-tiazolidinonszarmazékok) 50 mM
MES pufferben oldottam (pH 6), ami 5 mM Ca(OAc)2-t, 51,1 mM NaCl-t és 152 mM NaN3s-at
tartalmazott, ahogy azt a szakirodalom javasolja az a-amildz enzim GalG2CNP szubsztrat
felhasznalasaval torténd aktivitasmérésének kivitelezéséhez [236]. A pH beallitdsdhoz NaOH-
t és HCI-t hasznaltam.

Amikor az AAG kozvetlen mddszerrel torténd kimutatdsa érdekében vizsgaltam az inhibitorok
detergenssel szembeni érzékenységét, a MES puffer 0,01% vagy 0,1% Triton X-100 nemionos

detergenst is tartalmazott, mely puffert mindig kozvetleniil a mérés elétt allitottam Ossze. A

77



puffer valamennyi 6sszetevdje a Sigma-Aldrich Kft.-t61 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
szarmazott, mig a Triton X-100 detergenst a Reanal Laborvegyszer Kereskedelmi Kft.-t61

(Budapest, Magyarorszag) vasaroltuk.

5.2  Felhasznalt enzimek
Nyulvazizom-eredetii glikogén foszforilaz b (rmGFb)

Az 0j ITC-alapu GF aktivitaismérési modszer kidolgozasadhoz hasznalt liofilizalt nytlvazizom-
eredetii glikogén foszforilaz b enzimet a Sigma-Aldrich Kft. gyartotta (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA). A kétszeresen atkristalyositott szilard rmGFb (> 20 E/mg fehérje) kis
mennyiségben laktozt és Mg(OAc)2-t (10 umol/100 mg fehérje) is tartalmazott. E
stabilizatorokat megkiséreltem eltavolitani egy centrifugalis szlirbegységgel, ugyanis az
adalékanyagok, illetve mas szennyezdk jelenléte az ITC mérések soran jelentds higulasi
hoeftektust okozhat. A tisztitds sordn azonban az enzim gyakorlatilag teljesen elveszitette
katalitikus aktivitasat, emiatt a vizsgalataimhoz a gyari készitményt alkalmaztam tovabbi

crer

torzsoldatot hasznaltam.
Sertéshasnydlmirigy-eredetii a-amilaz (PPA)

A gyogyszer-promiszkuitas €s aggregacidalapu gatlas vizsgalatahoz alkalmazott PPA enzimet
szintén a Sigma-Aldrich Kft.-t6l szereztiik be (Type 6B, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).
A GF-hez hasonléan e készitmény is tartalmaz nyomokban laktdzt stabilizaloszerként. A
kereskedelmi PPA enzim tovabbi tisztitdsat azonban meg lehetett valositani anélkiil, hogy
csokkent volna az enzimaktivitas. Egy 30 kDa porusméreti Amicon Ultra 30K centrifugalis
szlirbegység (Amicon Ultra 30K, Merck Millipore, MA, USA) segitségével 1 g PPA/15 mL
MES puffer 6sszetételli mintat centrifugaltam 15 percen keresztiil 5000 rpm fordulatszamon. A
feliiliszobol tobbszori centrifugalassal eltavolitottam a szennyezd sokat, majd az igy kapott
oldatot 1 mL térfogatra toményitettem. Ezt kovetéen Bradford modszerrel [237]
meghataroztam a tisztitott PPA fehérjetartalmat, mely 28 mg/mL-nek adodott. A késdbbi

vizsgalataim sordn ezen enzim-torzsoldat megfeleld higitasaval dolgoztam.
Saccharomyeces cerevisiae eredetii o-gliikozidaz

Az o-glikozidazzal végzett vizsgalatokhoz Saccharomyces cerevisiae eredetii enzimet
hasznaltam, melyet ismételten a Sigma-Aldrich Kft.-t6l (type I, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) vasaroltunk. E liofilizalt enzimkészitmény, melynek fehérjetartalma > 50% volt (biurettel

meghatarozva), stabilizaloszerként foszfatpuffer-sokat és EDTA-t tartalmazott. Mivel ez
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alkalommal nem végeztem ITC kisérleteket, a gyari enzimkészitménnyel dolgoztam, melynek

torzsoldat-koncentracidja minden kinetikai és gatlasvizsgalat alkalmaval 1,5 mg/mL volt.

53 Felhasznalt szubsztratok

Az rmGFb szubsztratspecificitasanak vizsgalata soran alkalmazott szabad maltopentadzt (GS;
Mt= 829 gmol™?) és maltoheptadzt (G7; Mt=1153 gmél™) a Sigma-Aldrich Kft.-té1 (St. Louis,
MO, USA), mig az osztrigaeredetii glikogént (Mt=850000 gmol? [238]) a Merck-tél

crer
crer

ey

meghatarozasahoz, az ITC-vel végrehajtott gatlasvizsgalatoknal pedig 5 mg/mL volt a glikogén
végkoncentracioja.

A 2-klor-4-nitrofenol  kromoforcsoport-tartalmi  maltoheptadz-szubsztratot (CNP-G7,
Mt=1309 gmol?t) kutatocsoportunk tagjai szintetizaltdk P-ciklodextrinbél [72], majd
folyadékkromatografias ¢s MALDI-TOF-MS moédszerekkel ellendrizték annak tisztasagat. Az
elobbi analitikai technika szerint a CNP-G7 tisztasdga 96,9% volt. A szubsztratspecificitas

crer

HPLC kisérletekhez 2,5 mM CNP-G7-et alkalmaztam.

A promiszkuitasra és AAG-ra iranyulo kisérletekhez hasznalt PPA enzim szubsztratjaként egy
rovid, kromogén, egyetlen hasitasi ponttal rendelkez6 szubsztratot, a GalG2CNP-t (Mt=660
gmol?) vélasztottam. A GalG2CNP (Sorachim SA, Lausanne, Svajc) térzsoldat-koncentracioja

valamennyi mérés esetén 5 mM volt.

Az a-gliikozidaz enzim aktivitasméréséhez alkalmazott szubsztratot, vagyis a p-nitrofenil-o—
D-gliikopiranozidot (PNP-a-Glc; Mt=301 gmol™) a Sigma-Aldrich Kft.-tél vasaroltuk (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA). A 0,2 M foszfat pufferben oldott PNP-a-Glc-torzsoldat

koncentracidja 10 mM volt.

5.4  Felhasznalt inhibitorok

Glikogén foszforilaz inhibitorok

Az rmGFb enzimmel végzett gatlasvizsgalatok sordn két inhibitort alkalmaztam, a
gliikopiranozilidén-spiro-tiohidantoint (GTH; Mt=264,1 gmél™), illetve a koffeint (Mt=194
gmol ). A GTH-t Somséak Laszl6 és kutatocsoportja szintetizalta a Debreceni Egyetem Szerves

Kémiai Tanszékén [239]. A HPLC méréseknél a GTH koncentracidja 18,95 uM volt, mig az

crer
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A masik gatloszert, vagyis a koffeint a WHO International Chemical Reference Substances
(Stockholm, Svédorszag) cégtdl vasaroltuk. A HPLC modszer esetén a koffeint 1 mM
végkoncentracioban hasznaltam, ami megfelel a szakirodalomban feltiintetett GF
méréseknél 0,3 mM és 30 mM kozotti koncentracidtartomanyon beliil hataroztam meg a koffein

gatld hatésat.
Természetes eredetii o-amildz inhibitorok

A promiszkuitas és az aggregacidalapt gatlas vizsgéalatahoz kontrollvegyiiletként két
természetes eredetli inhibitort valasztottam: az akarbozt, valamint egy tannint. Az akarb6zt a
Glucobay® néven kereskedelmi forgalomban kaphato tablettabol (Bayer, Leverkusen,
Németorszag) nyertiik ki vizes extrakciéval. 5 darab 50 mg hatdéanyag-tartalmt elporitott
tablettat oldottunk fel 20 mL haromszor ioncserélt vizben, majd az oldatot 45 percig ultrahangos
vizfiirddben inkubaltuk. Annak érdekében, hogy eltavolitsuk az oldhatatlan hordoz6anyagokat
(vizmentes kolloid szilicium-dioxid, mikrokristalyos celluléz, magnézium-sztearat,
kukoricakeményitd), a vizes extraktumokat 2x15 percig -centrifugaltuk 10000 rpm
fordulatszamon. Ezt kdvetden a feliiluszot egy 0,45 pum poérusatmérdji fecskenddsziirével
tisztitottuk tovabb, majd a tiszta oldatot liofilizaltuk. Az extrahalt akarbdz tisztasiganak
analizis¢hez MALDI-TOF MS (pozitiv ion mod) modszert alkalmaztunk. A tdmegspektrumban
harom f6 cstics volt jelen, melyek a protonalt (646,4 Da), a natriummal (668,4 Da) ¢és a
kaliummal (684,4 Da) ionizalt akarbozhoz tartoztak.

A promiszkuis AAIl-k azonositasahoz hasznalt kozvetlen és kozvetett modszerek esetén
egyarant az 1 mg/mL akarboz-t6rzsoldat kiilonb6z6 higitasaival dolgoztam.

A pozitiv kontrollként hasznalt tannin a hidroliz4lhat6 tanninok, pontosabban a gallotanninok
egyik képviseldje volt. Az aleppdi tolgy cserzégubacsabol (Gallae Halepenses) kinyert
gallotannint a Biotechnology Services and Consulting Inc. (Coppell, USA) bocsatotta
rendelkezésiinkre. A vegyiilet tovabbi tisztitasat kutatdcsoportunk tagjai valositottdk meg
méretkizarasi kromatografiaval, Sephadex LH-20 oszlop segitségével. Az aleppd tannin
Osszetételének felderitése (galluszsav- és ellagsav-tartalom meghatarozasa) spektrofotometrids
modszerrel tortént. Ezen analizis felfedte, hogy a vizsgalt tannin 3% szabad, illetve 70%
kotésben 1évo galluszsavat tartalmaz, tovabba kis mennyiségben szabad (2%) és kotott (7%)
ellagsav is megtalalhat6 benne. Emellett ESI-MS technika (negativ ion mod) igazolta, hogy a
tannin tisztitasa sikeres volt, ugyanis csupan a 2-6 galluszsavval észteresitett gliikozhoz tartozé

csticsok jelentek meg a tomegspektrumban [222].
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tannin megfeleld higitasaival végeztem el.
Szintetikus eredetii a-amilaz inhibitorok

A rodanin-alapvazzal rendelkez6 szintetikus eredeti inhibitorokat Rosanna Maccari és
munkatarsai tervezték €s szintetizaltadk a Messinai egyetemen (Messina, Szicilia, Olaszorszag)
[199]. E vegyiiletek szerkezeti karakterisztikajat, illetve kutatocsoportunk tagjainak hasonld
inhibitorokkal = végzett kisérleteinek tapasztalatait figyelembe véve, a vizsgalt
tiazolidinonszarmazékokat rossz vizoldhatésaguk miatt dimetil-szulfoxidban (DMSO)
oldottam fel. A gatlasvizsgalataimhoz 3-3,6 mg tomegii szilard inhibitort oldottam fel 200 pL.
DMSO-ban, ¢és a tovabbi higitasokat is ezzel a szerves oldoszerrel végeztem el. A szerkezeti
képleteket, a molaris tomegeket, valamint az alkalmazott torzsoldat-koncentraciokat a

fliggelékben talalhato tablazatban foglaltam dssze.

5.5  Kinetikai és gatlasi vizsgalatok izotermalis titralasi kalorimetriaval (ITC)
Kisérleteimet egy MicroCal ITC200 (Malvern, Worcestershire, UK) mikrokaloriméterrel
valdsitottam meg. Az ITC késziilék két cellabol és egy injektorbdl épiil fel. Az injektor (40 pL)
a méréseim soran az enzimet tartalmazta. A két cella koziil az egyik a referenciacella (204 pL),
melyet az egyes komponensek oldasdhoz alkalmazott pufferrel téltottem fel, a masik cella pedig
a mérdcella (204 pl), ami a vizsgalataim sordan a pufferben oldott szubsztritot, a
gatlasvizsgalatok megvalositasakor pedig az inhibitort is tartalmazta. Az ITC miikodésének
alapelve, hogy a két cellat azonos hdmérsékletre termosztaljuk, és a mérés ideje alatt ezt az
allandé homérsékletet kell fenntartani. Az enzim injektalasat kovetden végbemegy a reakcio,
aminek eredményeképp a mérdcelldban hdvaltozas kovetkezik be a referenciacella
hémeérsékletéhez képest. Az ITC mddszernél azt a befektetett energiamennyiséget mérjiik, ami
ahhoz sziikséges, hogy ezt a hdvaltozast a késziilék kompenzalni tudja, vagyis aminek a
segitségével az izoterm koriilmény fenntarthatd. A mérés soran kapott nyers értékek (dQ/dt) a
hovaltozast adjak meg az 1d6 fiiggvényében. Az ITC tehat lehetdséget ad akar egy teljesen
ismeretlen mechanizmus alapjan lejatsz6do reakcid energetikai hatterének megismerésére,
vagyis annak meghatdrozasara, hogy egy adott folyamat energiafelszabaduléassal jar (exoterm
reakcid), vagy energiabefektetést igényel (endoterm reakcio).

A reakciosebességet (Vo kezdeti sebesség vagy Vmax maximalis sebesség) az iddegység alatt
képz6dott termék anyagmennyiségeként vagy az idOegység alatt fogyott szubsztrat
anyagmennyiségeként fejezhetjiik ki, a kapott nyers kalorimetrikus jel pedig tulajdonképpen
egy teljesitménynek (ucals® vagy uJs?) felel meg. Ahogy az 1. egyenletbdl is latszik, a
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reakciosebesség az idbegység alatt detektalt hdévaltozas (dQ/dt), illetve a reakcid

entalpiavaltozasanak (4H) ismeretében kiszamithato [240]:

p= - L (1)

dt V XAH dt

ahol d[P]/dt az id6egység alatt keletkez6 termék koncentracidja, V a mérdeella térfogata, dQ/dt
a héaram, 4H pedig a reakcid entalpiavaltozasa.

Ugyanazon rendszert (azonos cellatérfogat, homérséklet, enzim- €s szubsztratkoncentracio)
alkalmazva a (Vx4H)?' értéke allandd, igy a nyers kalorimetrikus jel gyakorlatilag a
reakcidsebesség kozvetlen mértékének tekinthetd.

Kisérleteim soran kezdeti sebességeket (Vo) mértem, ahol a szubsztratnak még csak olyan kis
mennyisége (< 10%) alakult at termékké, hogy ez a koncentraciocsokkenés elhanyagolhato a
teljes szubsztratkoncentracidhoz viszonyitva. Ekkor a reakcidelegy teljes szubsztrattartalma és
a szabad szubsztratkoncentracio gyakorlatilag azonos. Ezt a vo mérést ugy valositottam meg,
hogy az alapvonaltdl szamitott legnagyobb Kkitérést a reakcid kezdetén (1-2 perccel az
injektalast kdvetden) hataroztam meg. llyen modon az egyszeres injektalas eredményeként egy
Vo-[S] adatparhoz jutottam. A nyers kisérleti ITC adatok kiértékeléséhez minden esetben a
Microcal Origin 7.0 grafikai és adatelemz6 szoftvert alkalmaztam (Northampton, MA, USA).
Mind az enzimkinetikai, mind a gatlasi vizsgalatok soran 300 uL térfogata mintakat allitottam
0ssze, melyekbdl 204 pL-t hasznaltam a cella feltoltéséhez. A végkoncentraciok szamitasahoz
a cella tényleges térfogatat vettem figyelembe. Az alkalmazott kisérleti paramétereket, illetve

azok beallitott értékeit a 13. tdblazatban foglaltam 6ssze.
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13. tablazat: Az ITC kiserletek soran alkalmazott meérési paraméterek értékeinek

osszefoglalasa.
Injektalasok szama: 1
Cella hémérséklete 37°C
Referencia teljesitmény 5 pcalsec™
Keverési sebesség 500 rpm vagy 800 rpm
"Feedback’” mod kicsi
Injektalt térfogat 2-5uL
Injektalas idGtartama 4-10 sec
Adatvételezes gyakorisaga 3 sec
Meérés idStartama 18000 sec

Az injektalast kovetden azonban olyan hoévaltozas is kialakulhat, mely nem az adott
enzimreakciobol szarmazik. Mivel az ilyen nemspecifikus hdeffektust (példaul higulasi
héeftektus) a késziilék nem tudja automatikusan kompenzalni, valamennyi enzimkinetikai €s
gatlasi vizsgalathoz harom tovabbi kontrollmérést is elvégeztem. Az egyes komponensek altal
kivaltott higulasi héeffektus meghatarozasa érdekében (1) az enzimet (injektorban) pufferhez
(mérdeelldban) titraltam, (2) a puffer (injektorban) enzimmel ekvivalens térfogati mennyiségét
a szubsztratoldathoz (mérécelldban), majd (3) az inhibitor pufferes oldatdhoz (mérécelldban)
injektaltam. A szubsztratspecificitasi vizsgalatok esetén mindegyik szubsztratkoncentracidval
elvégeztem a (2)-es kontrollt, mig a gatlasvizsgalatoknal az adott kisérletsorozaton beliil
alkalmazott 6sszes inhibitorkoncentracidra nézve végrehajtottam a (3)-as kontrollt. E harom
kontrollmérés soran kapott adatsorokat manudlisan kivontam a tényleges aktivitdsmérések

adatsoraibol.

5.5.1 ITC-alapu mddszer kidolgozisa az rmGFb enzim aktivitisanak mérésére

Hatasos aktivatorkoncentracio kivalasztasa

crer

G7-et hasznaltam szubsztratként, melyet a kivant reakcid irdnyatol fiiggden a glikogénszintézist
vagy a foszforolizist biztositd pufferben oldottam fel. A ldnchosszabbitas irdnyaban 2,6 mM
EDTA ¢és 50 mM G-1-P 6sszetételti 35 mM B-glicerofoszfat puffert (pH 6,8) alkalmaztam, mig
a glikogénlebontas megvaldsitasa 1M foszfat pufferrel (pH 6,8) tortént, mely 1 M NaH2PO4-2
H20 és 1 M NaHPO4.-H20 1:1 aranyu elegyébdl, valamint 2,6 mM EDTA-bdl allt. Mindkeét

crer

crer
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pufferben oldott CNP-G7 szubsztrattal toltéttem fel, melyhez 5 uL. 4 mg/mL GFb enzimet
(azonos AMP tartalma pufferben oldva) titrdltam 10 sec alatt. A korrigalt termogrammok
kiértékelése soran meghatarozott reakcidsebességeket abrazoltam az AMP-koncentracio
fliggvényében, majd a kapott pontokra a szoftverbe implementalt hiperbolikus Osszefiiggés
alapjan, nemlinearis regresszioval gorbét illesztettem (2. egyenlet):

_ P1x
o Pz +Xx

)

ahol x az AMP-koncentracionak, P1 a maximalis sebességnek (Vmax), P2 a félhatasos

aktivatorkoncentracionak (ECso), Y pedig a reakciosebességnek (v) felel meg.
Szubsztratspecificitas vizsgalata

Az rmGFb szubsztratspecificitasanak ITC modszerrel torténd vizsgalatahoz a korabban leirt
kisérleti elrendezést alkalmaztam, vagyis az injektorban 1évé 4 mg/mL GFb enzim pufferes
oldatdnak Spl-es részletét titraltam 10 sec alatt a mérdcellaban taldlhatd kiilonbozo
oldasahoz hasznalt puffert tartalmazta. Négy szubsztrattal végeztem el ezeket a méréseket: G5-
tel, G7-tel, glikogénnel, illetve CNP-G7-tel. Az els6 harom esetben kizarolag a foszforolizis
iranyaban hatdroztam meg az enzim aktivitdsidt, mig a negyediknél a lanchosszabbitési
reakcioban is. Ennek megfeleléen oldottam fel az egyes szubsztratokat a lebontast vagy
szintézist biztositd pufferben, melyek Osszetétele megegyezett az AMP ECso értékének
meghatarozasanal leirtakkal, azzal a kiilonbséggel, hogy a puffer (iranytdl fiiggetleniil) minden
alkalommal 1 mM AMP-t tartalmazott. A G5, G7 és CNP-G7 koncentraciojat 0,5 mM és 30
mM, a glikogénét pedig 0,5 mg/mL és 20 mg/mL kozott valtoztattam. A kontrollkisérletek
elvégzése, a szubsztratspecificitas-vizsgalatok sordn kapott termogrammok korrigalasa és
kiértékelése, majd a reakciosebesség-szubsztratkoncentracié abrazolas utan a Michaelis-
Menten-egyenletnek megfeleld hiperbolikus Osszefliggéssel (2. egyenlet) gorbét illesztettem,
ahol ez alkalommal x a szubsztratkoncentracid, P1 a maximalis sebesség (Vmax), P2 @ Michaelis-
allando (Kw), y pedig a reakciosebesség (v) volt. Az ITC kisérletek soran kapott héeffektusok
alapjan és a szubsztratkoncentraciok ismeretében hozzajutottam az enzim két legfobb kinetikai
paraméteré¢hez (Km és Vmax).

A CNP-G7 foszforolizisénél tapasztalt szubsztratgatlds eredményeinek kiértékelésekor
azonban a Michaelis-Menten-egyenlet helyett a szubsztratgatlasra vonatkozo Haldane-
egyenlettel (3. egyenlet; [241]) hataroztam meg a kinetikai és gatlasi paramétereket (Vmax, Kwm,
Ki):
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E _ VmaxX[S]
dt  Ky+[S]+[S]?/K;

@)

ahol [S] a szubsztratkoncentracio, Vmax @ maximalis sebesség, Km a Michaelis-allando és K a
gatlasi allando.

Az rmGFb kiilonb6z6 szubsztratokkal szembeni katalitikus hatékonysaganak meghatarozasa
érdekében kiszamoltam a Kca/Km aranyokat. Egyszubsztratos enzimreakciok esetén a Keat/Km
dimenzidja idé *koncentracio® (példaul sT*M™). A Kear az enzimreakcid sebességi 4llanddja,
mely megmutatja, hogy egységnyi id0 alatt egy enzimmolekula mennyi szubsztratmolekulat
képes termékké alakitani. A Kcat az enzimreakcié maximalis sebességének és a kiindulasi
enzimkoncentracionak ([E]o) a hanyadosaként adhatdo meg [242]. Ennek megfelelden, a Keat
kiszamitasdhoz el0szor a Vmax értékeket kellett meghataroznom. Ehhez az 1. egyenletet hivtam
segitséglil, mely soran a teljes cellatérfogatot V=204 pL-nek, a 4H-t pedig 2,32 kcal/mol-nak
vettem. A AH-t egy egyszeres injektalassal végrehajtott kisérlet alapjan kaptam meg. Ekkor
szubsztratként G5-6t hasznaltam, ugyanis ez a pentamer csupan egyetlen olyan glikozidos
kotést tartalmaz, melyet a GFb képes foszforolitikusan hasitani. Ezt kvetden a Vmax értékeket
a kiindulasi enzimkoncentracioval ([E]o=0,37*10° M) elosztva hozzajutottam a Kcar Kinetikai

paraméterekhez.
Gatlasvizsgalatok

Az rmGFb aktivitdsmérésére kidolgozott 11j rendszerben kivitelezett gatlasvizsgalatokat GTH-
val és koffeinnel végeztem el. Az enzimet (rmGFb), szubsztratot (20 mg/mL glikogén) és
inhibitorokat a kivant iranyt biztositd pufferben oldottam fel. A foszforolitikus reakcidhoz
alkalmazott puffer (pH 6,8) 25 mM NaHPO4-H20O-t; 2,5 mM G-1-P-ot, 2,6 mM EDTA-t, 35
mM B-glicerofoszfatot és 1| mM AMP-t tartalmazott, mig a glikogénszintézis vizsgélatdhoz
hasznalt puffer (pH 6,8) 25 mM G-1-P-bol, 2,5 mM NaHPO4-H20-bol, 2,6 mM EDTA-boL, 35
mM B-glicerofoszfatbol és 1 mM AMP-bdl allt. Az injektor a gatlasvizsgalatok sordn is a 4
mg/mL rmGFb-t tartalmazta, melynek 5 pl-es részleteit titraltam a mérécellaba 10 sec alatt.
Eldszor a nemgatolt enzim aktivitasat hataroztam meg gy, hogy a mérdcellaban kizardlag az
megfeleld irdnyt biztositd puffer) volt jelen. Ezt a kisérletet ismételtem meg ugy, hogy a
mérdcella a szubsztratoldat mellett az inhibitort (GTH vagy koffein) is tartalmazta. A 300 uL
végtérfogatra dsszeallitott minta minden esetben 75 pL szubsztratbol allt, és az inhibitoroldat-

puffer térfogatarany valtoztatasaval értem el a kiilonb6z6 inhibitorkoncentracidkat. A GTH
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tartomanyon beliil valtoztattam. A kapott termogrammok kontrollkisérletekkel torténd
korrigalasat kovetden meghataroztam az enzim maradék aktivitdsat (%/100 egységben
megadva) az egyes inhibitorkoncentraciok esetén ugy, hogy a gatolt enzimreakcidobol szarmazo
dQ/dt értékeket az inhibitort nem tartalmazo referenciamintan (azonos [S] és [E] mellett) mért
hévaltozashoz viszonyitottam. A kapott pontokra a Greco-Hakala relativ reakcidosebességi
egyenletet alapjan [243], nemlinedris regresszioval gorbét illesztettem. A koncentracid-hatés
gorbék illesztésébdl a latszolagos gatlasi allandokhoz (Ki7) jutottam (4. egyenlet), mely
értékekbdl ki tudtam szamolni a tényleges gatlasi allandokat (Ki) (5. egyenlet):

2
v Et—I—K{‘+\/(Et—1—K;‘) +4E¢XK]

— = 4
Vo 2Et ( )

Ki =K (1+2) (5)

ahol (v/vo) a relativ reakcidsebesség, Ki~ a latszolagos gatlasi allando, E; a teljes
enzimkoncentracié, | az inhibitorkoncentracio, Ki a tényleges gatlasi alland6, [S] a
szubsztratkoncentracio ([S]=5 mg/mL), Kum a Michaelis-allandé (Kv=1,5 mg/mL). Az utdbbi

kett6 a glikogénszubsztratra vonatkozo érték.

5.5.2 Az akarbéz és az aleppé tannin promiszkuis jellegének és aggregaciora valé

hajlamanak vizsgalata

Az akarbdz és az alepp6 tannin PPA enzimen kifejtett gatlo hatdsanak és aggregaciora vald
hajlamanak kozvetett stratégia szerint torténd meghatarozasdhoz alkalmazott ITC méddszernél
az injektor 288 pg/mL 50 mM MES pufferben oldott PPA enzimet tartalmazott, melynek 2 pL-
es részleteit titraltam a mérdcellaba 4 sec alatt (a reakcidelegyben 1évo [E]=2,8 ng/mL). A
mérdcellaban az 1 mg/mL akarboz-, illetve a 4 mg/mL tannin-tdrzsoldat kiilonbozo
higitdsainak, valamint az 5 mM GalG2CNP szubsztratnak az elegye volt (a reakcioelegyben
1év6 [S]=1 mM). Ebben az esetben is elsd 1épésként a nemgatolt enzim aktivitasat hataroztam
meg, mely sziikséges volt ahhoz, hogy kiszamolhassam az egyes inhibitorkoncentraciok altal
kivaltott gatlas mértékét. A maradék enzimaktivitdsok inhibitorkoncentracid fliggvényében
torténd abrazolasa soran a kisérleti adatokra nem a Greco-Hakala egyenlet felhasznalasaval
illesztettem gorbéket, ugyanis ez az Osszefiiggés elsdsorban a szorosan kotddd inhibitorok

esetében alkalmazhatd. Habar az akarbdznal, mint mikromolos ICso értékkel rendelkezo,
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szubsztratra nézve kompetitiv inhibitornal még kivitelezheté lenne a Greco-Hakala egyenlet
szerinti gorbeillesztés, a nemspecifikus gatldszereknél (tannin, tiazolidinonszarmazékok)
azonban nem. Ezért annak érdekében, hogy az dsszes alkalmazott inhibitornal azonos mdédon
végezhessem el a gorbeillesztést, a kinetikai és gatlasvizsgalatokbdl (mind az ITC, mind a
spektrofotometrias modszernél) szarmaz6 pontokra minden esetben logisztikus Gsszefliggés

alapjan, nemlinearis regresszioval (6. egyenlet) illesztettem gorbéket:

=———5 1t 4 (6)
0)

ahol A1-A; a gorbe két végpontja kozotti tavolsag, X az inhibitorkoncentracio, Xoaz 1Csg érték, y

a mért dQ/dt értékkel aranyos Vo, p pedig a meredekségi faktor.
Detergenssel szembeni érzékenység vizsgalata

A detergenssel szembeni érzékenység vizsgalata soran az el6bb leirt modon végeztem el a
kisérleteket, azzal a kivétellel, hogy az enzim (288 pg/mL PPA), a szubsztrat (5 mM
GalG2CNP) és az inhibitorok (4 mg/mL tannin, 1 mg/mL akarb6z) oldasara alkalmazott MES
puffer 0,01% Triton X-100 nemionos detergenst is tartalmazott. Annak érdekében, hogy
elkertiljem a fokozott habképzddést, e méréseknél a keverés sebességét 800 rpm-rél 500 rpm-

re csokkentettem.
Enzim-inhibitor eldinkubdlds hatdsanak vizsgalata

Az enzim-inhibitor eléinkubalas hatasanak tanulmanyozasahoz nem tudtam elvégezni az ITC
méréseket (az akarbdz és tannin esetében sem), ugyanis e modszer nem teszi lehetévé a reakcid
azonnali inditdsat az enzim és inhibitor meghatarozott ideig tartd eldinkubélasa utin. A
kinetikai vizsgalatokhoz korabbiakban alkalmazott rendszerben ugyanis (mérécella: szubsztrat
+ inhibitor pufferes oldata, injektor: enzim pufferes oldata) a fehérje és a gatloszer csupan a
reakcid kezdete utan keriil érintkezésbe. A forditott rendszer, vagyis amikor a szubsztratot
adagoljuk a mérdcellaban 1év6 enzim-inhibitor elegyhez, szintén nem jelent megoldast, mert az
enzimreakcio nem indithato el tetszdlegesen. A szubsztrat injektalasat egy alapvonal-kalibracio

el6zi meg, melynek idétartama az adott késziiléktdl fligg, manudalisan nem allithato be.
Az enzimkoncentracio valtoztatasanak vizsgalata

Amikor az enzimkoncentracio valtoztatasdnak hatasat vizsgaltam, ITC mddszerre volt sziikség
ahhoz, hogy nagyobb (20-szoros és 50-szeres) PPA koncentracid esetén is meg tudjam

hatarozni a gatlasi paramétereket. Ennek megvaldsitasa érdekében megismételtem a korabbi
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ITC gatlasvizsgalatokat ugy, hogy az 1 mM GalG2CNP szubsztratoldatot és a kiilonb6zo

cyey

szoros [E]), majd 7,2 mg/mL (50-szeres [E]) PPA-t titraltam 4 sec alatt.

A tiazolidinonszarmazékoknal nem lehetett hasznalni ezt az analitikai modszert, mivel a
tesztvegyliletek rossz vizoldhatosaga miatt fennallt a veszélye az injektor eltémdodésének.
Raéadasul, az ITC vizsgalatok kivitelezését nehezitette volna a minta szervesolddszer-tartalma
is. A tiazolidinonszarmazékokat ugyanis DMSO-ban oldottam fel a térzsoldatok készitéséhez,
¢s a higitasokat is azzal végeztem. Habar a minta DMSO tartalma csupan 2% volt, ami nem
haladja meg a késziilék szerves oldoszerekkel szembeni maximalis tiréshatarat (5 v/v%), a
nagy higulasi effektus elkeriilése érdekében az injektorban 1évé enzimoldatnak is ugyanilyen
mértékben kellett volna tartalmazni DMSO-t. Mivel egyetlen mérés soran (30 perc) csak 2 uL
PPA-t injektaltam a mérdcellaba, a 40 pL dssztérfogath injektor ujratdltése nélkiil majdnem tiz
oran keresztiil inkubalnank az enzimet és a DMSO-t. Ez az inkubécios id6 azonban elegendd
lenne ahhoz, hogy a szerves oldoszer megvaltoztassa az enzim aktivitasat, ez altal a kapott

eredmények nem lennének dsszevethetok.

5.6 Természetes (akarbdz, tannin) és szintetikus eredetii (2-tioxo-4-
tiazolidinonszarmazékok) inhibitorok promiszkuis jellegének és aggregaciora valo

hajlamanak vizsgalata spektrofotometrias modszerrel

5.6.1 Promiszkuis jelleg vizsgalata

A kilenc glikoenzim-inhibitor koziil csak a hét 2-tioxo-4-tiazolidinonszarmazék
promiszkuitasanak felderitésére irdnyulo kisérleteket végeztem el a szakirodalmi adatok hianya
miatt. Két hidrolaz enzimet vélasztottam ki e célbdl: a PPA-t, melyet az AAG kdzvetett és
kozvetlen stratégia szerinti meghatdrozasa soran modellenzimként alkalmaztam, és az o-
glilkozidazt. A kinetikai és gatlasvizsgalatok kivitelezéséhez egy termosztalhatd Jasco V550
tipusu kétsugaras spektrofotométert (Jasco Corporation, Easton, MD, USA) hasznaltam.
Valamennyi spektrofotometrias mérést 37°C-on hajtottam végre.

A tiazolidinonok gatlé hatdsanak vizsgalatdit nehezitette, hogy nem lehetett nagyobb
koncentraciotartomanyban dolgozni veliikk, ugyanis a pufferhez adva csapadékot
eredményeztek. Ezaltal gyakran nem lehetett elérni az enzimaktivitas teljes megsziinését, sét a

6-0s és 7-es vegyiilet esetében az 50%-os gatlast sem.
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PPA enzim aktivitasanak meghatarozasa spektrofotometrias modszerrel

A 2-tioxo-4-tiazolidinonvegytiletekkel végzett gatlasvizsgalatok soran a reakcidelegyet S00 uL
végtérfogatban allitottam 6ssze, mely 20 L. 5 mM GalG2CNP szubsztratot (a reakcidelegyben
1év6 [S]=0,2 mM), 10 ul inhibitort €s 460 uL. 50 mM MES puffert tartalmazott. A reakciot a 28
ug/mL PPA 10 pl-es részletének mintahoz torténd hozzaadasaval inditottam (a reakcidelegyben
1év6 [E]=0,56 pg/mL). Az inhibitorokat rossz vizoldhatésdguk miatt DMSO-ban oldottam, €s
a higitasokat is azzal végeztem. Annak érdekében, hogy kikiiszobdljem a 2% DMSO-tartalom
okozta esetleges interferenciakat, a referenciaoldatként (vakoldat) alkalmazott MES puffer is
ugyanilyen térfogataranyban tartalmazta e szerves olddszert.

Legeldszor a nemgatolt enzim aktivitdsat hatdroztam meg ugy, hogy a minta dsszetétele 460
uL MES puffer, 20 uLL. 5 mM GalG2CNP, 10 uL DMSO és 10 uLL PPA volt. 3 percig kovettem
a PPA hidrolizise nyomén felszabaduld kromoforcsoport (CNP) altal kivaltott
abszorbanciandvekedést 400 nm hullimhosszon. Ezt kovetéen a Jasco Spectra Manager™
szoftver (Jasco Corporation, Easton, MD, USA) Time course measurement funkciojanak
segitségével meghataroztam a kapott gorbe kezdeti szakaszanak meredekségét, vagyis az
idGegység alatt bekovetkez6 abszorbanciavaltozast (dAbs/min), mely érték a katalizalt reakcio
kezdeti sebességével volt aranyos. Ezt a mérést ismételtem meg gy, hogy a minta DMSO
helyett 10 pL adott higitdsu inhibitort tartalmazott. A kiilonb6z6 inhibitorkoncentraciok
esetében meghatarozott dAbs/min értékeket a nemgatolt enzimreakciobodl szarmazo dAbs/min
értékhez viszonyitva kiszdmoltam az enzim szdzalékos maradék aktivitasat. Ezutobbi adatokat
abrazoltam az inhibitorkoncentraciok fiiggvényében, majd a kapott pontokra a 6. egyenlet

felhasznalasaval gorbét illesztettem, ismételten a Microcal Origin 7.0 szoftver segitségével.
a-gliikozidaz enzim aktivitasanak meghatarozasa spektrofotometridas modszerrel

A 2-tioxo-4-tiazolidinonvegyiiletek a-gliikozidaz enzimen kifejtett aktivitascsokkentd
hatasanak vizsgalata és az adatok kiértékelése ugyanolyan modon tortént, mint a PPA-val
végrehajtott spektrofotometrids kisérletek soran. Ebben az esetben azonban az 500 pL
végtérfogata reakcidelegy 20 uL 10 mM PNP-a-Gle szubsztratot (0,2 mM foszfat pufferben
oldva) és 10 pL 1,5 mg/mL a-gliikozidaz enzimet tartalmazott a 10 pL inhibitor, illetve a 460
uL foszfat puffer mellett. Ez alkalommal is 400 nm hulldmhosszon kdvettem a felszabadulo
kromoforcsoport (PNP) hatdsara bekdvetkezd abszorbanciandvekedést, majd a Jasco Spectra
Manager™ szoftver segitségével meghataroztam az enzimreakcid Vo értékeit. A gorbék

illesztése ismét logisztikus Gsszefliggés szerint tortént.
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5.6.2 Aggregacioalapu gatlas kozvetett stratégia szerinti vizsgalata

Az aggregatumképzddés hatasara végbemend gatlas spektrofotometrids vizsgalatahoz PPA-t
hasznaltam modellenzimként, GalG2CNP-t pedig szubsztratként. El0szor az akarboz és az
aleppo tannin gatlasvizsgalatat végeztem el az eredeti reakciokoriilmények kézott (detergens,
eldinkubalas, enzimkoncentracid-valtoztatas és centrifugalas alkalmazasa nélkiil). A
reakcioelegyet 400 plL végtérfogatban allitottam Ossze, mely 80 pL 5 mM GalG.CNP
szubsztratot (a reakcidelegyben 1év6 [S]=1 mM), 10 pL inhibitort és 300 uL 50 mM MES
puffert tartalmazott. A reakcidt a 112 pg/mL PPA 10 pL-es részletének mintdhoz torténd
hozzaadasaval inditottam (a reakcidelegyben 1év6 [E]=2,8 ng/mL). Csakugy, mint a 2-tioxo-4-
tiazolidinonvegyiiletekkel PPA enzimen végzett gatldsvizsgalatok soran, most is 3 percig
kovettem az abszorbanciandvekedést 400 nm hulldmhosszon. A nemgatolt és a gatolt enzim Vo
értekeinek meghatdrozdsa, a maradék enzimaktivitas kiszdmitasa, valamint a mérési pontokra

torténd gorbeillesztés is a korabban leirt modon tortént.
Detergenssel szembeni érzékenység vizsgadlata

A Kkilenc inhibitor detergenssel szembeni érzékenységének vizsgalata és az eredmények
kiértékelése ugyanugy tortént meg, mint ahogy azt az adott vegylilet eredeti
reakciokoriilmények mellett kivitelezett gatlasvizsgéalata soran leirtam, azzal a kivétellel, hogy
az enzim, a szubsztrat és az inhibitorok oldasara alkalmazott MES puffer 0,01% vagy 0,1%
Triton X-100 nemionos detergenst is tartalmazott. Az akarbdzndl és a tanninnal hasznalt
vakoldat ugyanez a detergenstartalmu puffer volt, mig a tiazolidinonokkal végzett kisérletekben

a refernciaoldatban tovabbi 2% (v/v%) DMSO is jelen volt.
Enzim-inhibitor eléinkubdlds hatasanak vizsgadlata

Az 1d6fliggd gatlohatas tanulmanyozasdhoz a PPA enzimet és az inhibitorokat 5, 10 €s 30 percig
inkubaltam, majd a GalG2CNP szubsztrat 20 pL-es részletének mintdhoz toérténd hozzaadasaval
inditottam el az enzimreakciot. Az akarboz és tannin esetében a reakcidelegy tovabbra is 80 pL
5 mM GalG2CNP szubsztratot, 10 pL inhibitort, 300 uL 50 mM MES puffert és 10 pL 112
pg/mL PPA-t tartalmazott. A tiazolidinonszdrmazékok eldinkubalasra valo érzékenységének
vizsgalatakor is a korabbiakkal azonos Osszetételli reakcideleggyel dolgoztam: 20 uL 5 mM
GalG2CNP szubsztrat, 10 pL inhibitor, 460 pL 50 mM MES puffer és 10 pL 28 pg/mL PPA.

Enzimkoncentracio-valtoztatas hatasanak vizsgalata

Amikor az enzimkoncentracid valtoztatdsanak hatasat vizsgaltam spektrofotometrias

modszerrel, legfeljebb 6-szoros fehérjekoncentraciot tudtam hasznalni a nemgatolt PPA tul
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nagy aktivitasabol ered6 rendkiviil gyors enzimreakcid miatt. Ezeket a méréseket tigy hajtottam
végre, hogy a korabbi gatlasvizsgalatoknal alkalmazott 10 uL. PPA helyett 5, 20 és 30 uL
enzimmel inditottam el a reakciot. A puffer térfogatat gy modositottam, hogy az enzim-puffer

térfogatarany valtozatlan maradjon.
Centrifugalas hatasanak vizsgalata

Az inhibitorok gatlo hatdsidnak centrifugalassal szembeni érzékenységének kimutatasdhoz a
gatlasvizsgalatokat ugyanolyan mddon végeztem el, mint kordbban (azonos reakcioelegy-
Osszetétel, puffer, illetve enzim-, szubsztrat- és inhibitorkoncentracio), azonban a
spektrofotometrids aktivitasmérést megel6zéen az adott inhibitor MES pufferes oldatat 30
percig centrifugdltam szobahdmérsékleten, 14.000 rpm fordulatszamon. A centrifugalast
kovetden a feliiliszo 470 pL-es (tiazolidinonszarmazékok) vagy 310 pL-es (tannin és akarboz)
részletéhez adtam hozza a 20 pL (tiazolidinonok) vagy 80 pL (tannin és akarboz) GalG.CNP
szubsztratot és a 10 uL. PPA enzimet.

5.7 Az rmGFb aktivitAismérésre alkalmas modszer reakciokoriilményeinek

optimalizalasa és az enzim gatlasvizsgalata HPLC modszerrel

Az rmGFb aktivitasmérésre alkalmas modszer reakciokoriilményeinek optimalizalasat és a
GTH, illetve a koffein GFb enzimen kifejtett gatld hatdsanak eldzetes vizsgalatat HPLC
modszer segitségével végeztem el. A kisérletekhez egy kvaterner pumpaval, gaztalanito
egységgel, automata mintaadagoldval és diddasoros detektorral felszerelt Agilent 1260 Infinity
IT késziiléket (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA) hasznaltam. Az elvalasztast
Hypersil ODS (20 cm x 4,6 mm, 120 A, 5 um, Agilent) oszlopon valositottam meg, izokratikus
eluciot (MeCN:H20=12:88 v/v%), valamint 1 ml/min aramlasi sebességet alkalmazva. A
szubsztratként valasztott CNP-G7 és a hosszabb vagy révidebb, kromoforcsoport-tartalmua
maltooligomer-termékek detektalasa 302 nm hulliamhosszon tortént. A  kolonnatér
homérséklete 30°C-ra volt allitva.

A 4 mg/mL torzsoldat-koncentracioju enzimoldatot 2,6 mM EDTA és 1 mM AMP tartalmua 35
mM B-glicerofoszfat pufferben (pH 6,8) készitettem. Minden mérés soran 2,5 mM CNP-G7,
illetve 2,5 mMM-25 mM G-1-P vagy foszfat (Na;HPOas) szubsztratot oldottam fel frissen e
glicerofoszfat pufferben. 14 pL enzim és 1 mL szubsztrat homogenizalt elegyét inkubaltam 5
percig 37°C-on, majd 15 percenként (0sszesen 4-szer) 5 uL mintat injektaltam az oszlopra. A
HPLC egyes moduljainak iranyitdsa, valamint a kapott kromatogrammok kiértékelése az

Agilent ChemStation szoftver (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA) segitségével
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tortént meg. A reakcidsebesség meghatarozasahoz a CNP-oligomertermékek Osszesitett cstics
alatti teriileteit dbrazoltam a reakcididé fiiggvényében. Az adatokra linearis regresszidval

illesztettem gorbét, mely egyenes meredeksége adta meg az enzim aktivitasat.

5.8 Természetes (akarboz, tannin) és szintetikus eredetii (2-tioxo-4-
tiazolidinonszarmazékok) inhibitorok aggregalodasra valé hajlamanak vizsgalata

DLS modszerrel

Az AAG kozvetlen stratégia szerinti felismeréséhez DLS modszerrel vizsgéltam a kilenc
inhibitor részecskeméretét. Kisérleteimhez egy Zetasizer NanoZS dinamikus fényszorasmérd
késziiléket (Malvern Panalytical Kft., Worcestershire, UK) alkalmaztam. A berendezésben egy
4 mW teljesitményii, 633 nm hulldmhosszsagl hélium-neon 1ézer szolgal fényforrasaként, a
szort fény detektldsa 173°-nal (visszaszorasi modban) torténik. A miiszer 0,6-6000 nm
atméroji részecskeméret kimutatasara alkalmas. Az aggregacid okozta heterodiszperzitas miatt
a mintak jellemzésére az atlagos hidrodinamikai részecskeméret (Z-atlag) helyett az intenzitas
szerinti részecskeméret-eloszlast hasznaltam. Ezen érték mellett meghataroztam tovabba az
egyes mintdk polidiszperzitds indexét és fotonbelitésszamat. Minden inhibitor esetében két
méréssorozatot hajtottam végre. El0szor 20 pL inhibitort adtam 980 ul. MES pufferhez, a
masodik sorozatban pedig a minta 20 pL inhibitort, 20 pL PPA enzimet (0,56 pg/mL) és 960
uL MES puffert tartalmazott. A gatloszereket mindig az 1Cso érték koriili koncentracidban
alkalmaztam: 0,78 uM akarboz, 2,5 pg/mL alepp6 tannin, 204 uM 1-es, 105 uM 2-es, 103 uM
3-as, 73,9 uM 4-es, 208 uM 5-6s, 193 uM 6-0s és 137 uM 7-es tiazolidinonszarmazék. Az 1
mL végtérfogati mintakat egyszer hasznalatos polisztirol kiivettadkban helyeztem a késziilékbe.
Valamennyi mérés el6tt a mintakat, és magat a puffert is, egy 0,22 um porusatmérdjii
fecskendésziirével (Millex®-GP; Millipore™, Burlington, MA, USA) sziirtem, hogy elkeriiljem
az esetleges szennyezddések zavard hatasat. Minden DLS kisérlet 3 parhuzamos mérésbdl allt,
melyek egyenként 30 sec-ig tartottak. A kisérleteket 37 C-on végeztem. Az adatgytijtéshez és
az eredmények kiértékeléséhez a Malvern DTS 7.12 szoftvert (Malvern Panalytical Ltd,

Worcestershire, UK) hasznaltam.
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6. Osszefoglalas

Annak ellenére, hogy a T2DM kezelésének szamos modjat (inzulinterdpia, monoterapias és
kombinacios gyodgyszeres kezelés, stb.) fejlesztették mar ki, e komplex anyagcsere-
rendellenesség évente tovabbra is tobb milli6 ember életét koveteli. Az egyes
antidiabetikumokkal szembeni rezisztencia vagy a gydgyszerkészitmények altal kivaltott,
gyakran stlyos mellékhatasok miatt egyre tobb kutatocsoport foglalkozik az G és hatékonyabb
alternativ terapiak kidolgozasaval. Az utobbi idékben a glikoenzimek — elsésorban a glikogén
foszforilaz, a-amilaz és a-gliikkoziddz — gétldsa révén megvaldsithatd gliikozmetabolizmus-
szabalyozas keriilt a tudomanyos érdeklédés kozéppontjaba. Egy 0 gyodgyszer kifejlesztése
azonban rendkiviil koltséges €s iddigényes folyamat, mely a kutatds barmely fazisdban (akar a
végso klinikai tesztelések soran) elbukhat. Ezért az in vitro vizsgalatok egyre nagyobb szerepet
kapnak a kutatés és fejlesztésben. Ha példaul egy potencidlis inhibitor mar az optimalizalt és
ellendrzott koriilmények kozott is hatastalannak és/vagy nemspecifikus mechanizmus alapjan
haté vegyiiletnek bizonyul, a gyogyszerjeloltként vald alkalmassaga megkérddjelezhetdve
valik. Ennek megfeleléen, egy adekvat aktivitdsmérési moddszer alkalmazéasa, valamint a
kinetikai ¢és gatlasvizsgalatok eredményeibdl levont helytalld kovetkeztetések nagy
relevanciaval birnak.

Doktori értekezésemben a glikoenzim-inhibitorok vizsgalatdnak e két kulcsfontossagu
elemével foglalkoztam. Munkdm sordn egy 10j moddszert dolgoztam ki a glikoz
glikogénraktarakbol torténd felszabaditasat katalizalo glikogén foszforilaz enzim aktivitasanak
mérésére. Tovabba néhany tiazolidinonszarmazék segitségével vizsgaltam az aggregacioalapu
gatlas jelenségét, mint az inhibitor-promiszkuitas hatterében allo leggyakoribb molekularis

mechanizmust.

A GF enzim 4altal katalizalt reverzibilis folyamat azonos reakcidokoriilmények melletti
kovetésére alkalmas 1) aktivitdsmérési modszer kifejlesztéséhez ITC technikat hasznaltam. Az
ITC egy igéretes €s hatékony analitikai modszernek szamit az enzimkinetikai vizsgalatokban,
ugyanis nincs sziikség a szubsztrat kromofor, fluorofor vagy radioaktiv jelzett szdrmazékanak
képzésére, illetdleg kapcsolt enzimreakciok alkalmazasara. Az ITC tovabbi eldnyds
tulajdonsaga, hogy a mérések soran kapott dQ/dt érték a reakcidosebesség kozvetlen mértéke,
szemben a szakaszos aktivitasmérési modszerekkel, ahol a reakcidsebességet a koncentracio-
1dé Osszefiiggés alapjan kell meghatdrozni. Az egyszeres vagy tobbszords injektalassal
végrehajtott hagyomanyos ITC technikdk nem alkalmasak a reverzibilis enzimreakciok

kinetikai vizsgalatara, ugyanis a folyamat soran képzddé termék az ellentétes iranyu reakcio
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szubsztratjaként funkcionalhat. Ekkor a szubsztrat teljes atalakulasa helyett egy olyan
egyensulyi elegy jon l1étre, ahol a két ellenkezd iranyu reakcio azonos sebességgel jatszodik le.
Ez lehet az egyik oka annak, hogy az ITC moédszert legfoképp hidrolaz enzimek
tanulmanyozasara hasznaljak. A nyulvazizom-eredetii glikogén foszforilazt, mint cukor
foszforilaz modellenzimet alkalmazva, kidolgoztam azokat a reakcidkoriilményeket, melyek
alkalmasak a GF enzim aktivitdsdnak mérésére a természetes szubsztratjan (glikogén), mind a
foszforolizis, mind pedig a glikogén-lanchosszabbitds iranyaban, segédenzimek hasznalata
neélkiil.

A szubsztratspecificitas vizsgalatdit és a reakcidkoriilmények kidolgozéasat, valamint
optimalizalasat kovetden ellendriztem az 0j aktivitasmérési modszer helytallosagat két ismert
GFb inhibitorral (GTH, koffein) kivitelezett gatlasvizsgalaton keresztiil. Az ITC kisérletekben
ugyanazon koriilményeket alkalmaztam mindkét reakcidiranyban, csupéan a puffer G-1-P és
szakirodalmi adatokkal torténd Gsszevetése alapjan elmondhato, hogy az Gjonnan kidolgozott
ITC moédszer megfelelonek bizonyult a GFb enzim aktivitdsdnak mérésére. A katalizalt
reverzibilis reakcié ellentétes iranyu folyamataira kapott gatlasi allandok kozel azonosak
voltak, foként a szubsztratra nézve kompetitiv GTH esetében. Az azonos reakciokoriilmények
alkalmazasaval egy adott inhibitor gatlasi paraméterei 0sszevethetdové valnak, igy meg tudjuk
allapitani, hogy a vegyiilet a reverzibilis reakcid melyik iranyaban képes hatékonyabban
kifejteni gatlo hatasat. A gatlasvizsgalataim azt bizonyitottak, hogy a koffein és a GTH is a
glikogénszintézis sordn tudja nagyobb mértékben csokkenteni a GF enzim katalitikus
aktivitasat. Az el6bbi esetében a K értéke 1,92 mM volt a lanchosszabbitasi folyamatban, ami
kozel fele a foszforolitikus reakcional tapasztalt Ki=4,05 mM értéknek. A GTH szintézisiranyt
preferencidja kisebb mértékben nyilvanult meg: a glikogén-lanchosszabbitds soran mért

Ki=11,5 uM a foszforolizis lejatszédasakor 13,8 uM volt.

Egy megfelel6 aktivitasmérési modszer kidolgozasa azonban 6nmagaban nem elegendé; alapos
kortltekintéssel kell megvalasztani a gatlasvizsgalatokhoz alkalmazni kivant inhibitorokat,
illetve a kisérletek eredményeit is szdmos szempont figyelembe vételével kell értékelni.
Példaul, a doktori munkam soran is vizsgalt tanninoknak Ujabb és Ujabb terdpias hatdsarol
szamolnak be annak ellenére, hogy kordbban mar feltételezték e vegyiiletcsalad
fehérjeaggregalddast kivaltd gatlo mechanizmusat.

Habar az inhibitor-promiszkuitas a gyogyszertervezés ¢és fejlesztés szempontjabol nagy

lehetdséget rejt (mar ismert gydgyszerek mas céli felhaszndlasa, komplex tiinetegytittessel jard
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betegségek monoterapids kezelése, stb.), a gyogyszeripar mégis elzarkézik az ilyen tipusu
vegyliletek hasznalatatol. A promiszkuitds hatterében wugyanis a legtobb esetben
aggregatumképzodés all, ami specificitds nélkiil képes egymastdl rendkiviil eltérd enzimeket
gatolni. Ezen instabil, reakciokoriilményekkel szemben meglehetdsen érzékeny kolloidméreti
aggregatumok hatasanak in vivo szabalyozasa viszont nehezen megvalésithatd, ami noveli az
adott gyogyszer mellékhatasainak kockazatat. Doktori értekezésemben kilenc inhibitor
promiszkuis jellegét és aggregaciora valo hajlamat vizsgaltam kozvetett és kozvetlen stratégiak
szerint. A kilenc vegyiilet koziil 6trél bizonyosodott be a nemspecifikus, aggregacidalapu gatld
hatas, ¢és csak négy esetben eredményezte mas jelenség a promiszkuitast. A kisérleteimhez
negativ kontrollként hasznalt akarb6z — a vartaknak megfeleléen — a reakcidkoriillmények
valtoztatisa utan (detergens €s enzim-inhibitor eldinkubdlas alkalmazasa, enzimkoncentracio
véltoztatasa) is ugyanolyan mértékben csokkentette az enzimaktivitast, ¢s DLS modszerrel sem
tudtam kimutatni nanoméretii részecskéket. Harom 2-tioxo-4-tiazolidinonszarmazék (1, 3 és 4)
is specifikusan tudta gatolni a PPA enzimet, hiszen az AAl-kal szembeni egyik kovetelménynek
sem tettek eleget. Az akarbdzzal ellentétben viszont e vegyiiletek pufferes oldataban atlagosan
160 nm méreth részecskéket detektaltam DLS-sel, bar tendenciaszerti novekedést nem lehetett
megfigyelni a teljes mérési id6 alatt. Kovetkezésképpen, az enyhe aggregacid ellenére is
stabilak maradtak, és gatld aktivitdsukat konstans modon tudtdk érvényesiteni a kiilonféle
valtoztatdsokat kovetden is, ami miatt egy specifikus enzim-inhibitor kdolcsonhatast
feltételeztem. Ezen inhibitorok az aggregacio ellenére is hatékony antidiabetikumokként
szolgalhatnak, ugyanugy, mint a jelenleg is kereskedelmi forgalomban kaphatd gliburid
hatéanyagu szulfonilurea készitmény, melyrdl szintén bebizonyitottdk mar a promiszkuis
jelleget és a 300 nm méretli aggregatumok képzését. Vizsgalataimhoz pozitiv kontrollként az
aleppo tannint valasztottam, ugyanis e vegyiilet szamos olyan szerkezeti egységet tartalmaz,
mely hidrogénkotések (-OH csoportok) és/vagy hidrofob kolesonhatasok (TI-IT stacking az
vartam, a reakciokoriilmények valtoztatdsa utan jelentds eltérést tapasztaltam a tannin gatlo
aktivitasaban. Detergens jelenlétében és a PPA- koncentracido ndvelésének hatisara a gatlas
nagymértékben romlott, mig az ellenkez6 iranyu valtozast figyeltem meg az enzim-inhibitor
eldinkubalast kovetéen. A DLS modszerrel kimutatott tobbezer nm méretli tanninrészecskék
jelenléte és az inhibitor pufferes oldatanak centrifugalasa utan tapasztalt gatlasjavulds egyarant
alatdmasztotta az aggregacidalapu gatlast. Kisérleteim sordan tehat bebizonyitottam a
gallotanninok nemspecifikus gatlo hatasat, tovabba azt, hogy ez a természetes eredetii inhibitor

nem az enzim aggregalasa, hanem az egyedi tanninmolekulak altal alkotott nagyméretii
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aggregatum adszorpcidés mechanizmusa révén éri el a kiilonféle enzimek aktivitdsanak
csOkkenését. Az i1dofliggd gatlast, a detergenssel, enzimkoncentracioval és centrifugéldssal
szembeni érzékenységet, valamint a tobbszdz nm méretii részecskék jelenlétét négy 2-tioxo-4-
tiazolidinonszarmazéknal (2, 5, 6 és 7) is megfigyeltem. Habar e négy vegyiilet szerkezete nagy
hasonldésagot mutatott, a szubsztitudltsig mértéke ¢és jellege nagy hatast gyakorolt az
aggregatumképzodés modjara. A 2-es és 5-0s szarmazék esetében az egyedi inhibitormolekulak
mindkét elobb leirt folyamat érvényesiilt.

E kisérletek alapjan tobb kovetkeztetést is le tudtam vonni. Egyrészt az 0j antidiabetikumok
utani kutatds sordn mindenképpen érdemes megvizsgalni a vélasztott inhibitor szerkezetét a
gatlasvizsgalatokat megel6zden, mert az alapjan eldzetesen meg lehet becsiilni a gatlo
mechanizmusuk specifikussagat. Masrészt arra is fény deriilt, hogy az alapvazhoz kapcsolt
szubsztituensek jellege €s pozicidja jelentdsen befolyasolja az egyes vegyiiletek aggregéciora
valé hajlamat, illetve az aggregatum gatlasban valo részvételének modjat (inhibitormolekula-
aggregaci6 vagy fehérjeaggregacido). Tovabba megallapitottam, hogy a hidrofobicitas
mértékének szamito logP értékbdl nem lehet pontosan megjosolni egy inhibitor aggregalodasra
val6 hajlamat. Habar az Aggregator Advisor szoftver altal megbecsiilt logP értelmében a hét
tiazolidinonszarmazék koziil csak egy esetben allt fent az aggregalodas esélye, a masik hatnal
is kimutattam kisebb-nagyobb mértékii aggregaciot annak ellenére, hogy valamelyik vegyiilet

negativ logP-vel rendelkezett, vagyis csak csekély mértékben volt hidrofob.

A késébbiek soran kiilonféle szerkezetvizsgald modszerek (pl. NMR, TEM, MS) segitségével
lehetne meggy6zddni arr6l, hogy az aggregatumok kialakulasanak és az enzim-inhibitor
kotdédés modjara vonatkozo, illetve az egyes szubsztituensek aggregéciora kifejtett hatasarol

tett megallapitasaim helyesek-e.
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7. Summary

Recently, type 2 diabetes mellitus (T2DM) can be considered as one of the most common and
dangerous diseases of civilization. Last year, approximately 4.2 million of adults lost their lives
as a consequence of diabetes and its complications (e.g. nephropathy, neuropathy,
cardiovascular disease, etc.). Despite the fact that various methods have already been developed
for the treatment of T2DM (insulin therapy, monotherapy, combination therapy), the mortality
rate for this complex metabolic disorder remains high. Resistance to some antidiabetic agents
or serious side effects evoked by pharmaceuticals have motivated more and more research
groups to work out new and more effective alternative therapies. In the last couple of years, the
inhibition of glycoenzymes, involving in particular a-amylase, o-glycosidase, glycogen
phosphorylase, has come into prominence. However, the development of a new drug is a time-
consuming and costly process, which can fail in any stages of research, even during final clinical
trials. Therefore, in vitro studies are getting play an increasing role in R&D. If, for instance, a
potential inhibitor is found to be ineffective and/or act via non-specific mechanism under
optimized and controlled conditions, its sufficiency as drug candidate will be questionable.
Accordingly, the application of an adequate method for activity measurement as well as the
correct deductions drawn from the results of kinetic and inhibition assays are of great relevance.
| dealt with these two key points related to the study of glycoenzyme-inhibitors in my doctoral
thesis. In my work, | developed a new method for the determination of glycogen phosphorylase
activity that enzyme catalyses the release of glucose from glycogen stores. Furthermore, by
means of some thiazolidinone derivatives, | investigated the phenomenon of aggregation-based

inhibition, which is the most frequent molecular mechanism underlying inhibitor-promiscuity.

| applied isothermal titration calorimetry (ITC) to develop the new method feasible for
following the reversible process catalysed by glycogen phosphorylase under identical reaction
conditions. ITC can be regarded as a promising and effective analytical tool for the study of
enzyme Kinetics as there is no need for providing substrates with chromophore, fluorophore or
radioactive groups, and the use of coupled enzyme assays can also be avoided. A further
advantageous property of ITC is that experimental dQ/dt value is the direct measure of reaction
rate, in contrast to discontinuous methods for enzyme activity measurement, where reaction
rate needs to be determined on the basis of a concentration-time relationship. Traditional ITC
techniques used for enzyme kinetic assays (e.g. single or multiple injection mode) are not
convenient to study reversible enzyme reactions since generated products can take part in the

reverse reaction as substrates. In this case, instead of the complete conversion of substrate,

97



which would indicate the end of a single injection ITC method, an equilibrium mixture forms,
in which forward and reverse reactions take place with identical rates. This can be one of the
reasons for applying ITC mainly for the examination of hydrolase enzymes, where the reverse
process is negligible due to the presence of large quantity of water. | applied rabbit muscle
glycogen phosphorylase as a sugar-phosphorylase model enzyme to work out the reaction
conditions feasible for the measurement of glycogen phosphorylase activity in the directions of
both the elongation and the degradation of glycogen chain without the use of additional
enzymes.

Following the investigation of substrate specificity, the development of reaction conditions, and
the optimization process, | verified the accuracy of the activity assay by carrying out inhibition
measurements using two well-known glycogen phosphorylase inhibitors (GTH, caffeine). For
the ITC experiments, | applied identical reaction conditions in both directions, only the glucose-
1-phosphate as well as inorganic phosphate content of buffer was modified. My results and their
comparison with literature data demonstrate that this newly developed ITC method is
convenient to the measurement of glycogen phosphorylase activity. Inhibition constants
resulted from the opposite directions of the reversible reaction were near identical, particularly
for GTH inhibitor competing with substrate. Applying the same reaction conditions, the
inhibition parameters of a certain inhibitor can be compared, allowing us to establish the
direction of reaction where the compound is able to represent higher inhibitory activity. My
inhibition assays proved that both caffeine and GTH were able to lower the catalytic activity of
glycogen phosphorylase enzyme during glycogen synthesis to a greater extent. For caffeine, K;
was 1.92 mM in the direction of chain elongation that value was about 50% smaller than
Ki=4.05 mM obtained from the phosphorolytic reaction. GTH showed smaller preference
towards glycogen synthesis; Ki=11.5 uM measured in the chain lengthening process became

Ki=13.8 uM when the opposite reaction took place.

Nevertheless, an adequate activity assay is not sufficient in itself; the selection of inhibitors to
be applied for the inhibition assays requires a great deal of foresight, and experimental results
should be evaluated considering several aspects. For instance, the increasingly new therapeutic
effects of gallotannins are still reported in literature, despite the fact that they were previously
supposed to exert their inhibitory activity via inducing the aggregation of enzyme molecules.

Although inhibitor-promiscuity may provide great opportunities for drug design and
development (new potential uses of already known drugs, monotherapy for complex diseases,

etc.), pharmaceutical industry still refuses to apply such compounds. The reason for this is that
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promiscuity is mainly triggered by the formation of aggregates, which can inhibit markedly
different enzymes without any sort of specificity. Since these colloidal aggregates are unstable
and considerably sensitive to reaction conditions, the in vivo regulation of their therapeutic
effect is difficult to achieve, which may contribute to the higher risk of side effects. In my
doctoral thesis, I investigated the promiscuous nature as well as the aggregation-tendency of
nine inhibitors using direct and indirect strategies. As expected, acarbose, which was applied
as a negative control for my experiments, lowered enzyme activity to the same extent after the
modification of reaction conditions (use of a detergent, enzyme-inhibitor pre-incubation, and
diverse enzyme concentrations), in addition, |1 was not able to detect any nanoparticles by
dynamic light scattering (DLS). Three of the seven 2-thioxo-4-thiazolidinone derivatives (1, 3,
and 4) were also able to specifically inhibit PPA,; they did not fulfilled any of the requirements
for aggregation-based inhibitors. In contrast with acarbose, particles of averagely 160 nm size
were detected here by DLS, however, tendentious increase could not be observed during the
whole measurement time. Consequently, despite slight aggregation, these compounds remained
stable, and they exerted their inhibitory activity in a constant manner even after the various
changes in reaction conditions. Therefore, | assumed the occurrence of a specific enzyme-
inhibitor interaction. Even though these thiazolidinones can be considered as weak aggregators,
they could serve as effective antidiabetic agents as Glibenclamide (also called Glyburide), a
currently available sulfonylurea drug, which was already proved to be promiscuous and form
particles of 300 nm. Aleppo tannin was utilized as a positive control for my experiments since
this compound contains several structural motifs that provide the opportunity for the
aggregation of tannin molecules via the formation of hydrogen bonds (with the participation of
—OH groups) and/or hydrophobic interactions (II-IT stacking between aromatic rings). AS
expected, following the modification of reaction conditions, | experienced a notably change in
the inhibitory activity of tannins. The presence of detergent and the increase in PPA
concentration gave rise to a large-scale deterioration of inhibition, whereas enzyme-inhibitor
pre-incubation led to the opposite change. Both the presence of tannin particles with thousands
of nm size detected by DLS and the improvement of inhibition as a result of centrifugation
confirmed aggregation-based inhibitory mechanism. Accordingly, | demonstrated the non-
specific inhibitory effect of tannins as well as the fact that this naturally occurring inhibitor
lowers the activity of different enzymes not by inducing protein aggregation but by the
adsorption mechanism of large aggregates formed from discrete tannin molecules. | observed
the time-dependent inhibition, the sensitivity to detergent, to enzyme concentration, and to

centrifugation, furthermore the presence of particles with hundreds of nm size for four 2-thioxo-
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4-thiazolidinone derivatives (2, 5, 6, and 7) as well. Although the structure of these compounds
showed a great similarity, the nature and the extent of substitution had significant effect on the
mode of aggregation. In the case of derivatives 2 and 5, discrete inhibitor molecules were
involved in aggregation, compound 6 led to the association of enzyme molecules, whereas
inhibitor 7 acted via both aforementioned mechanisms.

Based on these experiments, | was able to draw more conclusions. First, during the search for
new antidiabetic agents, it would be particularly useful to examine the structure of the selected
inhibitor prior to carrying out inhibition assays since this could provide us for important
information about the specificity of its inhibitory mechanism. Secondly, | established that the
nature as well as the position of substituents linked to a scaffold remarkably affect the
aggregation-tendency of compounds and the way aggregates take part in inhibition (inhibitor
or protein aggregation). Thirdly, I also concluded that logP value referring to the extent of
hydrophobicity is not sufficient in itself to predict the aggregation-propensity of an inhibitor.
Leaning on logPs calculated by Aggregation Advisor software, | assumed the occurrence of
aggregation for only a single compound (derivative 7). However, the remaining six derivatives
also aggregated to a greater or lesser extent, in spite of the fact that some of these compounds

were only slightly hydrophobic as they had negative logP values.

Later, the correctness of my findings related to the mode of aggregate formation, the manner of
enzyme-inhibitor binding, and the effect of the substituents on aggregation should be verified
using various methods of structural analysis (e.g. NMR, TEM, MS).
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