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I. Bevezetés és célkitiizések

Annak ellenére, hogy napjainkban szamos antidiabetikus hatdsu glikoenzim-inhibitor all
rendelkezésre, tovabbra is intenziv kutatasok folynak az 0j gatldészerek utan. A 2-es tipusu
amilaz. Doktori munkam soran a glikoenzim-inhibitorok in vitro vizsgalatanak két
legproblematikusabb elemével foglalkoztam, vagyis a megfelelé aktivitasmérési modszer
alkalmazasaval, valamint a kisérleti eredményekbdl torténé helytalld kovetkeztetések
levonasaval.

Egy 1 aktivitasmérési modszer kidolgozasa gyakran rendkiviil 6sszetett folyamat. Példaul a
GF esetében figyelembe kell venniink, hogy az enzim inaktiv formaban van jelen, ezért
gondoskodnunk kell annak aktivalasarol. Mivel két szubsztratos enzimrdl van szo, igy azt is
biztositanunk kell, hogy a reakcio az egyik szubsztratra nézve pszeudo nulladrendl legyen.
Réadasul az enzim mind a glikogénlebontast, mind a glikogénszintézist képes katalizalni, ezért
olyan modszert kell keresni, ami lehet6vé teszi mindkét iranyt folyamat vizsgalatat. Egy olyan
aktivitdsmérési modszer kidolgozasat tliztem ki célul, mely soran azonos koriilmények kozott
tudom kovetni mind a foszforolitikus, mind a lanchosszabbitasi reakcidt. Azonos
reakciokoriilmények alkalmazasaval egy inhibitor gatlasi paraméterei dsszevethetové valnak,
igy meg lehet allapitani, hogy a nemfiziologias iranyban vizsgalt vegyiiletek ugyanolyan jo
gatld hatassal rendelkeznek-e a gyogyaszati szempontbdl relevans irany esetén is. EgQy
megfeleld aktivitdsmérési modszer kidolgozasa azonban dnmagaban nem elegendd; alapos
kortltekintéssel kell megvalasztani a gatlasvizsgalatokhoz alkalmazni kivéant inhibitorokat,
illetve a kisérletek eredményeit is szamos szempont figyelembevételével kell értékelni. Ennek
segitségével elkeriilhetové valik a gyodgyszerfejlesztés soran felmeriild masik gyakori
probléma, vagyis hogy a mar eldallitott gatlészerek ’zsakutcanak’ bizonyulnak. A
gyogyszerfejlesztés szempontjabol egyik legkedvezdtlenebb jelenség a gydgyszerek vagy
gyogyszerjeloltek nemspecifikus, Un. promiszkuis jellege, vagyis a tobb, egymastol jelentdsen
eltérd enzimen kifejtett szignifikans gatld hatasuk. A legtobb esetben aggregatumképzddés all
a promiszkuitas hatterében, ami jelentdsen noveli a lehetséges mellékhatasok kialakuldsanak
kockazatat. A szakirodalomban azonban szamos olyan publikaciot lehet taldlni, ahol a mar
ismert vegyiiletek ujabb és ujabb kiemelkedden j6 terapids hatasardl szamolnak be anélkiil,
hogy megvizsgaltdk volna e promiszkuis viselkedés hatterében 4ll6 molekularis mechanizmust.
Emellett olyan kozleményekkel is talalkozhatunk, ahol az jonnan szintetizalt gatloszerek
rendkiviil nagy bioldgiai hatékonysagat irjak le, habar olyan alapvazzal rendelkeznek, mely mar
tobbszor képezte mas aggregacidalapt inhibitor (AAI) szerkezeti egységét. Emiatt célul tliztem
ki, hogy szintetikus eredetti, potencidlis glikoenzim-inhibitorok aggregalddasra vald hajlamat
tanulmanyozzam kozvetlen €s kozvetett stratégidkat alkalmazva. Kiilonféle szubsztituensekkel
modositott, rodanin alapvazat tartalmazé tiazolidinonszarmazékokon keresztiil terveztem
bemutatni azt, hogy az alapvaz eldzetes vizsgdlatdval helyesen kovetkeztethetiink-e egy
inhibitor nemspecifikus, promiszkuis jellegére, illetve azt, hogy a promiszkuisnak bizonyuld
vegyiiletek gatl6 mechanizmuséanak hatterében valoban aggregatumképzddés all-e.



1. Alkalmazott késziilékek és modszerek

A nyulvazizom-eredetli glikogén foszforilaz enzim szubsztratspecificitasanak vizsgélatahoz, a
GFb aktivalasdhoz sziikséges félhatdsos aktivatorkoncentracidé meghatarozasdhoz, illetve a
koffein és a gliikkopiranozilidén-spiro-tiohidantoin (GTH) gatld hatasanak analiziséhez
izotermalis titralasi kalorimetrias (ITC) modszert hasznaltam, mely kisérleteket egy MicroCal
ITC200 (Malvern, Worcestershire, UK) mikrokaloriméterrel valositottam meg. A nyers
kalorimetrikus jel alapjan meghatarozhato dQ/dt érték a kezdeti reakciosebesség kozvetlen
mértékének tekinthetd. A kisérleti ITC adatok kiértékeléséhez minden esetben Microcal Origin
7.0 grafikai és adatelemz6 szoftvert alkalmaztam (Northampton, MA, USA).

Az ITC méréseket egyszeres injektalasos modszerrel hajtottam végre, ahol az injektor az
enzimet, a referenciacella a puffert, mig a mérécella a pufferben oldott szubsztratot, a
gatlasvizsgalatok alkalmaval pedig az inhibitort is tartalmazta. A GF ITC-vel torténd
aktivitdismérése soran ugyanazon koriilményeket alkalmaztam az enzim 4ltal katalizalt
reverzibilis reakcio mindkét iranyaban, csupan a puffer gliikkoz-1-foszfat (G-1-P) és szervetlen

crer

A GFbD aktivitasmérésére alkalmas modszer reakciokoriilményeinek optimalizalasat, és a GTH,
illetve a koffein GFb enzimen kifejtett gatlo hatasanak elézetes vizsgalatit HPLC modszer
segitségével végeztem el. A kisérletekhez egy kvaterner pumpdéval, gaztalanitd egységgel,
automata mintaadagoloval és diddasoros detektorral felszerelt Agilent 1260 Infinity 11
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 valdsitottam meg, izokratikus
elaciot (acetonitril:viz=12:88 v/v%), valamint 1 mL/min aramlasi sebességet alkalmazva. A
szubsztratként valasztott 2-klor-4-nitrofenil-p-D-maltoheptaozid (CNP-G7) és a hosszabb vagy
rovidebb, kromogén maltooligomer-termékek detektalasa 302 nm hullimhosszon tortént.
Minden mérés soran 2,5 mM CNP-G7, illetve 2,5 mM-25 mM G-1-P vagy foszfat (Na2HPO4)
szubsztratot oldottam fel frissen a 2,6 mM EDTA-t és 1| mM AMP-t tartalmaz6 35 mM B-
glicerofoszfat pufferben (pH 6,8). Az enzim és szubsztrat homogenizalt elegyét 5 percig 37°C-
on inkubaltam, majd 15 percenként (0sszesen 4-szer) 5 uL mintat injektaltam az oszlopra. A
kapott kromatogrammok kiértékelése az Agilent ChemStation szoftver (Agilent Technologies
Inc., Santa Clara, CA, USA) segitségével tortént.

Az akarbdz, gallotannin és a hét 2-tioxo-4-tiazolidinonszarmazék promiszkuitasanak, illetve
aggregacioalapu gatlasanak felderitése spektrofotometrids modszerrel tortént, mely kinetikai és
gatlasvizsgélatok kivitelezéséhez egy termosztalhaté Jasco V550 tipust kétsugaras
spektrofotométert (Jasco Corporation, Easton, MD, USA) alkalmaztam. E kisérletekhez
sertéshasnyalmirigy-eredetii a-amilazt (PPA) valasztottam modellenzimként, mig 2-klor-4-
nitrofenil-O-B-D-galaktopiranozil-(1—4)-O-a-D-gliikopiranozil-(1—4)-a-D-gliikopiranozid

(GalG2CNP) szubsztratként. 400 nm hullamhosszon detektaltam a PPA hidrolizise nyoman
felszabadulé kromoforcsoport (CNP) altal kivaltott abszorbanciandvekedést. A Jasco Spectra
Manager™ szoftver (Jasco Corporation, Easton, MD, USA) Time course measurement
funkcidjanak segitségével hatdroztam meg a kapott gorbe kezdeti szakaszanak meredekségét,

3



vagyis az id6egység alatt bekovetkezd abszorbanciavaltozast (dAbs/min), mely érték a katalizalt
reakcio kezdeti sebességével volt aranyos. A kiilonbozé inhibitorkoncentraciok esetén
kiszdmolt szdzalékos maradék enzimaktivitdst abrazoltam az inhibitorkoncentraciok
fliggvényében, majd a kapott pontokra logisztikus Osszefliggés alapjan, nemlinearis
regresszidval gorbét illesztettem a Microcal Origin 7.0 szoftver segitségével.

Az AAl-kal szemben allitott kovetelmények teljesiilésének vizsgalatahoz az eredeti
reakciokoriilmények mellett kivitelezett gatlasvizsgalatokat megismételtem ugy, hogy (1) a
puffer 0,01% vagy 0,1% Triton X-100 nemionos detergenst is tartalmazott, (2) az enzimet és
az inhibitorokat 5, 10 és 30 percig inkubaltam miel6tt a szubsztrat hozzédadéaséaval elinditottam
volna az enzimreakciot, (3) az enzimkoncentracid tobbszorosét alkalmaztam, (4) az inhibitor
pufferes oldatat 30 percig centrifugaltam, majd a feliilisz6 gatld aktivitasat vizsgaltam
spektrofotometridsan.

Az aggregacidalapu gatlas (AAG) kozvetlen stratégia szerinti felismeréséhez dinamikus
fényszorasméréssel (DLS) vizsgaltam a részecskeméretet. Kisérleteimhez egy Zetasizer
NanoZS DLS késziiléket (Malvern Panalytical Ltd, Worcestershire, UK) alkalmaztam. Az
aggregdcid okozta heterodiszperzitds miatt a mintdk jellemzésére az intenzitds szerinti
részecskeméret-eloszlast hasznaltam. Ezen érték mellett meghataroztam tovdbbad az egyes
mintak polidiszperzitds indexét ¢€s fotonbeiitésszamat. Minden inhibitor esetében két
méréssorozatot hajtottam végre. Elészor az inhibitor pufferes oldatat vizsgaltam, majd a
fehérjeméretben inhibitor hatdsara bekdvetkezd valtozasokat szadndékoztam kimutatni.
Valamennyi mérés elétt a mintakat, és magat a puffert is, egy 0,22 pm pdrusatmérdji
fecskenddsziirével (Millex®-GP; Millipore™, Burlington, MA, USA) sziirtem, hogy
elkeriiljem az esetleges szennyezddések zavar6 hatasat. Az adatgylijtéshez és az eredmények
kiértékeléséhez a Malvern DTS 7.12 szoftvert (Malvern Panalytical Ltd, Worcestershire, UK)
hasznaltam.



I11.  Uj tudomanyos eredmények

1. Egy 1j, izotermalis titralasi kalorimetrias modszert dolgoztam ki a glikogén
foszforilaz aktivitasanak mérésére, mely alkalmazhatéo az enzim altal katalizalt
reverzibilis reakcio mindkét iranyaban, a szubsztrat szairmazékképzése és segédenzimek

hasznalata nélkiil.

Az ITC késziilék, mely az adott folyamat soran keletkezett vagy elnyelt hémennyiséget
detektalja, megfelelonek bizonyult a GF aktivitasdinak mérésére az enzim altal katalizalt
reverzibilis reakcid mindkét irdnyaban. A modszer lehetdséget biztositott a GF természetes
szubsztratjanak (glikogén) hasznalatara szarmazékképzés nélkill. Az enzimkinetikai
vizsgélatokra alkalmazott hagyoméanyos ITC technikdkat nem hasznaljak elterjedten
reverzibilis enzimreakcioknal, mert a folyamat soran keletkezd termékek a forditott irdnya
reakcio szubsztratjai lehetnek. Korabban csak olyan hidrolaz enzimek esetében hataroztak meg
az enzimaktivitast ITC-vel, ahol a forditott irany( reakcid elhanyagolhat6 a nagy mennyiségii
viz jelenléte miatt.

1.1. ITC médszer segitségével meghatiroztam a Kkatalitikus aktivitassal nem
rendelkezé6  glikogén  foszforilaz b  aktivalasahoz  sziikséges  félhatasos
aktivatorkoncentraciot mind a foszforolizis, mind a glikogénszintézis iranyaban.

A Kkatalitikus aktivitassal nem rendelkez6 GFb AMP-vel allosztérikusan aktivalhat6. Az enzim
hatékony mitkddéséhez sziikséges AMP koncentracido meghatarozasa érdekében vizsgaltam az
AMP aktival6 hatdsat mind a foszforolizis, mind a szintézis irdnydban, CNP-G7 szubsztrat
felhasznalasaval. Mivel a szintézis soran keletkez6 P, illetve a lebontaskor felszabaduld G-1-P
IS Szubsztratja az enzimnek, biztositanom kellett, hogy a reakcido e komponensekre nézve
pszeudo nulladrendii legyen. Méréseim sordn a félmaximalis aktivald hatast kivalto
koncentréaci6 (ECso) 50 uM volt a glikogénlebontas iranyadban, mig 26 uM a szintézis esetén.

1.2. A nyllvizizom-eredetii  glikogén foszforilaz  szubsztratspecificitasanak
karakterizalasa érdekében meghataroztam az enzim katalitikus hatékonysagara jellemz6
Kcat/Km aranyokat négy Kiilonbozé lanchosszusagu szubsztrat esetében.

Az 0j ITC moédszer kidolgozasanak els6 1épéseként a GFb enzim szubsztratspecificitasat
vizsgaltam. E kisérletekhez maltopentadzt (G5), maltoheptadzt (G7), glikogént és CNP-G7-et
alkalmaztam. A méréseket a fiziologias (foszforolitikus) folyamat iranyaban valositottam meg,
amit a puffer 1 M foszfattartalmaval biztositottam. Az ITC kisérletek soran kapott kezdeti
reakcidsebességeket a szubsztratkoncentraciok fiiggvényében éabrazolva meghatdroztam a
Michaelis-allandot (Km) és az enzimreakcié maximalis sebességét (Vmax), mely értékeket
Osszevetettem a glikogénszintézisre vonatkozo irodalmi adatokkal. Mivel a szakirodalomban
nem talaltam a CNP-G7 lanchosszabbitasi reakciojara vonatkozo kinetikai adatokat, ezért ezzel
a szubsztrattal a szintézis irdnyaban is elvégeztem az ITC kisérleteket, a puffer 50 mM G-1-P



tartalmaval biztositva a megfeleld iranyu reakcio lejatszodasat. A lanchosszabbitéds irdnyaban
Km=15,2 +2,2 mM és Kea'KmM=0,25*10% 1M [ett.

Habar a foszforolitikus reakci6 sordn a linearis szubsztratok és a szamtalan nemredukalé véget
tartalmazd glikogén esetében az enzim katalitikus hatékonysaga (Keat/Km) nagysagrendi
hasonlosagot mutatott, a CNP-G7 alkalmazéasaval bizonyult az enzim a leghatékonyabbnak,
ugyanis e szubsztratnal kaptam a legnagyobb Kcat/Km aranyt (1. tablazat).

1. tablazat: Az rmGFb-katalizalta foszforolitikus reakcio soran kapott, kiilonbozo
szubsztratokon meghatdrozott Kinetikai paraméterek osszefoglalasa

Szubsztrat | Nemredukalo Ku" (mM) Keat/ K (5TM)
végek szama
G5 1 20,2 +£0,3 3,6*10°
G7 1 6,0 +£0.,6 4,6*10°
CNP-G7 1 2,3 +0,6 10,1*10°
Glikogén ~200 1,5+0,17 6,3*10°

:A glikogén esetében feltiintetett Ky érték mg/mL-ben van megadva.

*: Az eredmények atlagérték + illesztési hiba forméaban vannak feltiintetve.
1.3  ITC mérésekkel igazoltam, hogy a CNP-G7 esetében tapasztalt szubsztratgatlas a
masodik szubsztratmolekula kromoforcsoporton keresztiil bekdvetkezé allosztérikus
kotédésnek tulajdonithato.

A GFb szubsztratspecificitasanak vizsgalatakor szubsztratgatlast figyeltem meg a CNP-G7
kromoforcsoporttal jelzett szubsztrat foszforolitikus reakcidja esetén (1. dbra).
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1. abra: A [G7] és [CNP-G7] GFb enzim aktivitasara kifejtett hatasasnak ITC vizsgalata. A
G7 foszforolizise (m) és a CNP-G7 szintézis iranyu (X) reakcioja sordn a gorbék illesztése a
Michaelis-Menten egyenlet alapjan, nemlinearis regresszioval tortént, mig a CNP-G7
foszforolizise (A) esetén a Haldane-egyenlet felhasznaldsdval.

A Michaelis-allando és a gatlasi allando (Kj), melyeket a szubsztratgatlasra vonatkoz6 Haldane-
egyenlettel hataroztam meg, Kv=2,3 £0,6 mM-nak és Ki=23 +7 mM-nak adddott. Ezt kdvetden
vizsgaltam a CNP kromoforcsoport okozta szubsztratgatlast a foszforolizis irdnyaban, ITC
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modszerrel, G7-et és foszfatot hasznalva szubsztratként. E kisérlet eredményeként azt kaptam,
csokkenjen (IC50=9 mM). A CNP-G7 szubsztratgatlasanak oka az lehet, hogy az egyik
szubsztratmolekula G7 része bekotédik az aktiv centrumba, mig a masik szubsztratmolekula
CNP csoportja nemkompetitiv inhibitorként az enzim egy masik kotéhelyéhez kapcsolodik.

14. Két ismert glikogén foszforilaz inhibitor gatlasi allandéjanak ITC-vel torténé
meghatarozasa révén igazoltam az Wjonnan Kidolgozott aktivitismérési modszer
gatlasvizsgalatok kivitelezésére valo alkalmassagat.

Az Gjonnan kidolgozott aktivitdsmérési modszer gatlasvizsgalatokra valo alkalmazhatosaganak
igazolasa érdekében meghataroztam két ismert GF inhibitor (koffein és GTH) Ki értékét a
reverzibilis reakcidé mindkét irdnydban. Ehhez elsé 1épésként optimalizalni kellett a
reakciokoriilményeket, amit HPLC moddszerrel végeztem, CNP-G7-et hasznalva
biztositottam, hogy csak az egyik irdny dominaljon. 10-szeres felesleg mar biztositotta a kivant
iranyt. A termékek csucstertiletei csokkentek a GTH ¢és a koffein jelenlétében.

Az ITC gatlasvizsgalatokhoz a GF enzim természetes szubsztratjat, vagyis a glikogént
hasznaltam. A kivant reakcid lejatszodasat a puffer megfeleld 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 lanchosszabbitasi reakcidjahoz. A maradék
enzimaktivitasokat abrazoltam az inhibitorkoncentraciok fiiggvényében, majd a kapott
pontokra a Greco-Hakala-egyenlet alapjan, nemlinearis regresszioval illesztett gorbék
segitségével a latszolagos gatlasi allandokhoz (Ki") jutottam, mely értékekbdl ki tudtam
szdmolni a Kj-t.

1.5. Megallapitottam, hogy a kompetitiv inhibitor (GTH) esetében a gatlasi allandok
megegyeznek a glikogén foszforilaz altal katalizalt reverzibilis reakcio két iranyaban.
Ezzel ellentétben, a vegyes tipusu gatlasi mechanizmussal hato vegyiiletnél (koffein) a
gatlasi allandok eltérnek.

A GF-katalizalta reverzibilis reakcio két kiilonb6z6 iranyaban kapott irodalmi értékek gyakran
jelentésen eltérnek egymastdl annak ellenére, hogy a gatlasi allandoknak meg kellene
egyezniiik, hiszen a Kj az enzim-inhibitor komplex disszociaciés allanddjanak felel meg. A
koffein esetében, mely a GF purin nukleotid kotdhelyéhez kapcsolédd inhibitor, a Ki™ 1,9 0,1
mM lett a glikogénszintézis iranyaban, mig 4,0 £0,3 mM a lebontasi reakcioban. A tisztan
nemkompetitiv inhibitoroknal, mint példaul a koffeinnél, a Ki"=Ki. A szintézis és lebontas
iranya Ki-k kozti eltérés oka, hogy a koffein nem képes nagy affinitassal kotédni a GF
enzimhez, marpedig az illesztéshez alkalmazott Greco-Hakala egyenlet elsdsorban a szorosan
kotédd inhibitorokra érvényes. A szubsztrattal kompetitiv moédon beko6tddd, gliikozanaldg
inhibitor, vagyis a GTH ITC vizsgalatakor kapott Ki-k mar sokkal jobb egyezést mutattak. A
Ki* 48,9 +4,1 uM volt a szintézis esetén, mig 59,9 +3,2 uM a lebontasi reakcioban. A K;



értékekbdl szamitott Ki-K a glikogénszintézis iranyaban 11,5 uM, mig a glikogénlebontas soran
13,8 uM lett.

A kompetitiv inhibitornal (GTH) az egymassal ellentétes iranyu folyamatokban meghatarozott
kozel azonos K érték jO Osszhangban van azzal, hogy e gatlastipus soran egyetlen enzim-
inhibitor komplex jon 1étre, melyet egy jol-definialt gatlasi allando jellemez. A vegyes tipust
gatlas esetén (Koffein) azonban a gatloszer nemcsak a szabad enzimhez, hanem az enzim-
szubsztrat komplexhez is hozza tud kapcsolddni. Mivel ekkor két inhibitor komplex is
keletkezik, ezért a gatlas leirasahoz két kiillonbozo gatlasi allandora van sziikség. A GF altal
katalizalt reverzibilis reakcioban a szubsztratok eltérnek a lebontas, illetve a szintézis irdnya
reakcidban, ami négy kiillonbozé gatlasi allandot eredményez. Még ha az Osszes
mikroszkdpikus disszocidcios allando meg is egyezik a szintézis és a lebontési reakcidban, az
azokbdl ad6d6d makroszkopikus allandok eltérhetnek, ami az egyes irdnyok esetében kapott
gatlasi allandok kozti kiilonbséghez vezethet.

2. Két természetes és hét szintetikus eredetii, antihiperglikémias aktivitassal
rendelkez6 inhibitor promiszkuitasanak hatterében all0 molekularis mechanizmust
hataroztam meg.

Eltéré szubsztitualtsagl, szintetikus eredetii 2-tioxo-4-tiazolidinonszarmazékok (2. abra)
promiszkuis jellegét, illetve aggregaciora valo hajlamat tanulmanyoztam kozvetett €s kdzvetlen

modszerekkel.
Vegyiilet
szgz'\yma R Rl
1 CH,COOH 3-OCH,CONH;,
2 CH,COOH 4-OCH,CONHz;
3 CH,COOH 3-OCHgs, 4-OCH,CONH:
4 CH,COOH 4-OCHjs, 3-OCH,CONH;
5 CH,COOH 4-OCH,C¢Hs
6 CH,COOH 3-OCH,CgHs
7 H 4-0OC¢Hs

2. abra: A vizsgalt hét 2-ti0X0-4-tiazolidinonszdrmazékok szerkezete

E tiazolidinonszarmazékok alapvazat a rodanin képezi, mely mar szamos esetben eredményezte
a kifejlesztett inhibitorok promiszkuis, aggregacidalapli gatldé sajatossagat. Emiatt
feltételeztem, hogy a vizsgalt tiazolidinonszarmazékok mindegyike AAI. Mivel azonban a
szerkezeti modositasok lehetové tehetik az aggregacid bekovetkezését okozd tényezok
kikiiszobolését, kisérleti uton gyézddtem meg arrdl, hogy az alapvéz hatdsa maradt-e a
dominans.

A kozvetett stratégia értelmében azt vizsgaltam, hogy mely vegyiiletek teljesitik az AAI-kal
szembeni kritériumokat, vagyis a detergens jelenlétére, az enzim-inhibitor eldinkubdlasra, a
stratégia alkalmazasaval pedig a kolloidméretli részecskék jelenlétét €s a részecskeméretben
bekovetkezd valtozasokat mutattam ki DLS modszerrel.



Az AAG bizonyitdsdhoz PPA-t alkalmaztam modellenzimként, mig GalG2CNP-t
szubsztratként. A kozvetett stratégia (promiszkuis AAl-kal szembeni feltételek teljesiilésének
vizsgalata) szerint megvalositott kisérletekhez elsddlegesen UV-VIS spektrofotometriat
hasznaltam, melyet ITC mérésekkel egészitettem ki. A kozvetlen stratégia soran DLS modszert
alkalmaztam az inhibitor- és enzimmolekulak méretében bekovetkezd valtozas iddbeli
kovetésére.

Kontrollvegyiiletekként akarbdzt és egy gallotannint hasznédltam. Miutdn az akarbdz egy
kereskedelmi forgalomban kaphat6 antidiabetikum, feltételezhet6 volt annak specifikus jellege,
mely ilyen modon kivaléan alkalmazhaté negativ kontrollként. Pozitiv kontrollként egy
hatékony a-amilaz gatloszerként ismert madasodlagos ndvényi metabolitot, egy tannint
valasztottam. Polifenolos szerkezete és szamos ismert bioldgiai hatasa miatt gy gondoltam,
hogy a vizsgalt aleppditolgy-eredetti gallotannin az AAI-k egyik képviseldje.

2.1 Hét, vizben rosszul oldodo, hidrofob Kkarakteri tiazolidinonszarmazék
promiszkuis jellegét bizonyitottam be az a-gliikozidaz és a-amilaz enzimeken Kkifejtett
gatlo hatasuk kimutatasa révén.

Mivel az AAG egyik legkorabbi figyelmeztetd jele a promiszkuitds, vagyis a specificitas
hianya, el@szor azt vizsgaltam, hogy az inhibitorok képesek-e szignifikans gatld hatast kifejteni
kiilonféle enzimeken. Szamos kozlemény talalhatd az akarboz és a gallotanninok kiilonbozo
enzimekkel szembeni géitld aktivitdsarol, ezért e két vegyiiletet a szakirodalmi adatok
felhasznalasaval itéltem promiszkuisnak. A szintetikus eredetii tiazolidinonszarmazékok aldoz
reduktaz és protein tirozin foszfataz-1B enzimmel szembeni gatlé hatasarol szintén talalhato
publikacid a szakirodalomban, mely eredményeket a PPA ¢€s az a-gliikkoziddz esetében elvégzett
gatlasvizsgalatokkal egészitettem ki. A spektrofotometrids modszerrel altalam Kivitelezett

gatlasvizsgalatok soran kapott 1Csp értékeket és az irodalmi adatokat a 2. tdblazatban tlintettem
fel.



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

Vegyiilet 1Cso (M)’
szama Lt d aldoz protein tirozin
PPA o-glikozidaz reduktaz! foszfataz-1B!
1 194 £3 208 +3 0,06 717
2 96,4 +1,7 89,6 £2 0,2 max. 10% gatlas
3 96,9 +1,8 100 £2 0,2 378
4 66,2 +0,3 62,1 +1,2 0,1 679
max. 21% gatlas
° 294%3 (102 uM [I] esetén) 0.05 56
max. 23% gatlas
6 (193 uM [1] esetén) 141 £5 0,05 43,1
rendellenes max. 25% gatlas
! viselkedés (211 uM [I] esetén) 0,06 639

*: AZ ICs értékek atlag + illesztési hiba formajaban vannak feltiintetve

M¢ég ha a hasonlé mechanizmusuk ¢és funkciojuk miatt a PPA-t és az a-gliikozidazt egyetlen
csoportként is kezelem, a hétbdl 6t vegyiilet (1, 3, 4, 5, 6) akkor is egyértelmiien promiszkuis
AAl-nek tekinthetd a hdrom egymastol eltérd enzimen kifejtett jelentds gatlé hatasuk miatt.
Habér a 2-es és 7-es szarmazEk teljesitette a promiszkuitas kritériumat, vagyis képesek voltak
tobb enzimet is gatolni, a promiszkuis AAI-kel szemben allitott kovetelménynek (legalabb 3,
egymastol jelentdsen eltérd enzim gatlasa) nem tettek egyértelmiien eleget.

2.2 Az akarbéz és az 1, 3, 4 vegyiiletek esetében igazoltam, hogy promiszkuis jellegiik
ellenére nem tekinthetok aggregacioalapu inhibitoroknak.

Az AAl-k kozvetett stratégia szerinti azonositdsahoz megismételtem az eredeti
gatlasvizsgalatokat 0,01% Triton X-100 nemionos detergens alkalmazasaval, 5, 10 és 30 perces
pufferes oldatanak centrifugalasat kovetden. Az akarbdz (negativ kontroll), valamint az 1-€s,
3-as ¢és 4-es tiazolidinonszarmazék gatld aktivitasara a reakciokoriilmények valtoztatasa
semmilyen hatast sem gyakorolt. DLS modszer segitségével alatamasztottam és kiegészitettem
az AAG kozvetett stratégia szerinti azonositasakor kapott eredményeimet. Az intenzitas szerinti
részecskeméret-eloszlas, a polidiszperzitds index és a fotonbelitésszam alapjan kozvetlen
bizonyitékot nyertem arra nézve, hogy e négy vegylilet specifikusan fejti ki a gatld hatasat.
Kiilonb6zd id6pontokban vizsgaltam az inhibitormolekuldk, valamint az enzimmolekuldk
méretét. Az akarboz esetében még fél ora utan sem volt jelen detektalhato részecske, és a PPA
méretében sem kovetkezett be valtozas. Az 1-es, 3-as és 4-es vegyiileteknél viszont kimutattam,
hogy az inhibitormolekuldk kismértékli aggregalodason mennek keresztiil (~120 nm atlagos

! Maccari R, Del Corso A, Paoli P, Adornato I, Lori G, Balestri F, Cappiello M, NaB A, Wolber G, Ottana R.
Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters. 2018; 28: 3712-3720.
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méretében. Azonban a gyenge aggregalodas ellenére sem tekinthetd az aggregatum az aktiv
gatld részecskének, ugyanis a reakciokoriilmények valtoztatdsa semmilyen hatast sem
gyakorolt e harom tiazolidinon gatld aktivitasdra. Ennek megfeleléen, e harom inhibitor
esetében egyetlen enzim-inhibitor komplex kialakulasaval jaro, specifikus enzimgatlasi
mechanizmust feltételeztem.

2.3 Az aggregacidalapu inhibitorok kozvetett médszerrel torténé azonositasa soran
bebizonyitottam a gallotannin és a 2, 5 6, 7 vegyiiletek idéfiiggé gatléo hatasat, a
detergenssel, centrifugalassal és a célenzim koncentracidjanak valtoztatasaval szembeni
érzékenységét. Tovabba dinamikus fényszorasméréssel kimutattam az aggregatumok
jelenlétét, illetve azt, hogy az inhibitor- vagy az enzimmolekulak aggregalodasa
kovetkezett-e be.

A promiszkuis AAl-kal szembeni feltételek (detergenssel, enzim-inhibitor eléinkubalassal, a
teljesiilésének vizsgalatat kovetden bebizonyitottam a gallotannin (pozitiv kontroll), a 2-es, 5-
0s, 6-0s és 7-es tiazolidinonvegyiilet gatlo hatdsdnak reakciokoriilményektdl valo fiiggését. A
reakciokoriilmény-modositasoknak az egyes inhibitorok gatld aktivitasara kifejtett hatasat a 3.
tablazatban foglaltam Ossze.

3. tablazat: A gallotannin és a 2,5, 6, 7 tiazolidinonszarmazék gatlo aktivitasaban a
reakciokoriilmények modositasanak hatasara bekévetkezo valtozasok mértéke és iranya

. Enzim-inhibitor Tobbszords 1 pibitoroldat

Detergens jelenléte 1z enzimkoncentracio P
eldinkubalas . centrifugalasa

alkalmazasa

. 50-szeres 4-szeres 10-szeres 14-szeres
Tannin s . . e . .
gatlasromlas gatlasjavulas gatlasromlas gatlasjavulas

5 1,3-szeres gatlas teljes 1,8-szeres gatlas teljes
gatlasromlas megsziinése gatlasromlas megsziinése
3,3-szeres 1,6-szeres . e s gatlas teljes

5 L, , e \ nincs valtozas .
gatlasjavulas gatlasjavulas megsziinése

6 1,8-szeres 2,5-szeres 1,5-szeres gatlas teljes
gatlasjavulas gatlasromlas gatlasromlas megsziinése
1,4-szeres 40-szeres Ry atlas teljes

7 L , by \ mérhetd gatlas g <y
gatlasjavulas gatlasromlas megsziinése

A tannin DLS vizsgélatdt kovetden megallapitottam, hogy a szakirodalmi hipotézissel
ellentétben, miszerint a gallotanninok a fehérjeaggregacid eldidézésén keresztiil fejtik ki
hatasukat, az aggregalddott inhibitormolekuldk az aktiv gatld részecskék: szignifikans
novekedés mutatkozott (a 2,2 nm atmérdjii monomer >5000 nm méretiire ndtt 30 perc alatt) a
tanninmolekula méretében, mikézben az enzim mérete valtozatlan maradt. A 2-es és 6-0S
tiazolidinonszaramzéknal hasonl6é eredményre jutottam, mint az 1-es, 3-as és 4-es vegyiiletnél:
az atlagosan 100-200 nm inhibitormolekuldk méretében nem tapasztaltam valtozéast 20 perc
elteltével sem. Az 5-0s és 7-es inhibitornal, valamint a tanninnal viszont a részecskeméret
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jelentdsen nott. Az 5-0s szarmazék esetében 509 nm 93, a 7-es vegyiiletnél 758 nm +£136, mig
a tanninnal 4886 nm +£680 méretli inhibitormolekuldkat detektaltam. Tehat e harom esetben az
egyedi inhibitormolekuldk aggregalodasa kovetkezett be. Enzimaggregaciot két gatloszer
tudott el6idézni: a 6-os és a 7-es tiazolidinonvegyiilet. 20 perc mérési id6 utan az elébbinél
harom csucs jelent meg (1. csucs: 23,5 nm +0,8; 2. csucs: 70,7 nm £3,7; 3. cstcs: 404 nm +9,3),
mig az utdbbinal 1039 nm £52 atmérdju aggregatum volt jelen a vegyiilet pufferes oldatdban.

24 A Kkozvetett és kozvetlen modszerekkel végzett vizsgalatok eredményeinek
osszevetésével meghataroztam az aggregatumok méretét, kialakulasanak gyorsasagat,
illetve a gatlasban valo részvételiik médjat.

Bebizonyitottam, hogy az akarbdz specifikus, nem aggregéacioalapi mechanizmus alapjan fejti
ki gatlo hatasat, ugyanis nem teljesitette az AAI-kal szembeni kdvetelmények egyikét sem, és
a DLS vizsgalatok sordan sem tudtam nanoméretli részecskéket kimutatni. Ugyanerre a
kovetkeztetésre jutottam az 1-es, 3-as €s 4-es tiazolidinonszarmazék esetében is annak ellenére,
hogy a DLS kisérletek ramutattak e vegyiiletek kismértékii aggregalodasara.

A gallotanninok esetében igazoltam, hogy az egyedi inhibitormolekuldk tobbezer nanométeres
aggregatumot hoznak 1étre, mely nemspecifikus médon, adszorpciés mechanizmussal vesz
részt az enzimgatlasban. A két alkalmazott modszer 0sszevetésével megallapitottam, hogy az
aggregdlodas folyamata lassan ment végbe; 30 percre volt sziikség ahhoz, hogy a tobbezer
nanométeres aggregatum kialakulhasson, ami magyarazza a 30 perces enzim-inhibitor
eldinkubalas okozta jelentds gatlasjavulést (60-szor nagyobb feliilet sokkal tobb enzimet képes
adszorbealni). Tovabba a detergens hatasanak vizsgéalata soran kapott eredmények alapjan
ravilagitottam, hogy az egyedi tanninmolekulék specifikus kotédése nagyobb mértéki gatlast
tud kivaltani, mint az aggregatum adszorpciés mechanizmusa. A 2-es szarmazék méretét
tekintve ugyan nem tért el jelentdsen a 1-es, 3-as €s 4-es tiazolidinonvegyiilettdl, azonban az
AAI-k valamennyi kritériumanak eleget tett, ami arra utal, hogy az aggregatum az aktiv gatlo
részecske. A kozvetett és kozvetlen modszerek eredményeinek Osszevetésével az is
megallapithatd, hogy csak koriilbeliil 63-163 nm kozotti mérettartomanyban képes az
inhibitoraggregatum kifejteni hatasat. Az 5-0s vegyiillet DLS vizsgalata értelmében a
mintaelOkészitéshez sziikséges néhany perc is elegendd az aggregalodas teljes
végbemeneteléhez; mar az elsé mérés sordn tobb mint 500 nm atmérdjii aggregatumot
detektaltam, ami a kovetkezd 20 percben nem mutatott tovabbi ndvekedést. Ez az eredmény
alatamasztja a kozvetlen modszerrel tapasztalt valtozasokat: 5 perc enzim-inhibitor
el6inkubalas utan sokkal kisebb lett az 1Cso érték, ami viszont azt kovetben nem modosult
tovabb, vagyis az aggregatumképzddés mindkét modszer értelmében rendkiviil gyorsan ment
végbe. A 6-szoros enzimfelesleg alkalmazasanak elégtelensége pedig Osszefliggésbe hozhato
az aggregatum 500 nm feletti méretével, ami nagy adszorpcios feliiletet tud biztositani. A 6-0S
tiazolidinonszarmazéknal nem az egyedi inhibitormolekuldk Osszekapcsoloddsa, hanem a
perc enzim-inhibitor eléinkubalas hatasara bekovetkezé gatlasromlas a nagyméreti
enzimaggregatumok nagyobb aktivitasra vezethetd vissza. A 7-es szarmazek esetében az egyedi
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inhibitormolekuldk 4ltal képzett aggregatum tekinthetd a gatldsban résztvevd aktiv
részecskének, mely kolloidméretli részecske az enzim aggregalddasat is eléidézi. Mindezek
alapjan elmondhat6, hogy valamennyi tiazolidinonszarmazék keresztiilment kisebb-nagyobb
mértékl aggregaldodason, mely folyamat rendkiviil gyorsan (a mintaeldkészitéshez sziikséges
néhany perc alatt) ment végbe. Az aggregatumok mérete, tipusa €s gatlasban vald részvétele

eltért az egyes inhibitoroknal.
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IV. Az eredmények hasznositasanak lehetoségei

A doktori munkdm soran kidolgozott 0j aktivitdismérési modszer nemcsak a glikogén
foszforilaz enzim altal katalizalt reverzibilis reakcid azonos reakciokoriilmények kozotti
vizsgalatara ad lehetdséget, hanem mas, szintén megfordithatd folyamatot katalizalé enzimek
aktivitdsanak mérésére és energetikai hatterének megismerésére is. Ezzel a mddszerrel az
ellentétes iranyt folyamatokban kapott gatlasi paraméterek Osszevethetové valnak, és
eldonthetd, hogy a nemfiziologids irdnyban torténd vizsgalatok eredményei gyogydszati
szempontbol relevansak-e.

A kutatdsom masik 0 teriilete, vagyis a promiszkuis glikoenzim-inhibitorok aggregéalodasra
valo hajlamanak vizsgélata, szintén szamos olyan eredménnyel szolgalt, mely eldsegitheti mas
kutatocsoportok antidiabetikus szerek utani kutatdsanak hatékonysagat.

Bemutattam, hogy az alapvaz elézetes vizsgalataval helyesen kovetkeztethetiink egy inhibitor
aggregalodasra vald hajlaméra, mely aggregacion alapuld nemspecifikus gatldé mechanizmus
megsziinteti egy vegyiilet gyogyszerjeloltként valdo alkalmassagat. Tovabbd a
tiazolidinonszarmazékokkal ¢és a gallotanninnal végzett kisérleteim tapasztalatai
hozzéjarulhatnak az olyan szoftverek adatbazisanak kiegészitéséhez, melyek meghatarozott
paraméterek és a kordbban aggregatornak itélt vegyiiletekkel vald 0sszevetés révén josoljak
meg egy adott inhibitor aggregalddasra vald hajlamat (pl. Aggregator Advisor).

A gyogyszer-promiszkuitas vizsgalataval foglalkozo szakemberek kozott nincs egyetértés azzal
kapcsolatosan, hogy a hidrofobicitas mértéke 0sszefliggésbe hozhatd-e az aggregalodasra valod
hajlammal. A szakirodalomban fellelhetd legtobb publikacidoban arr6l szamolnak be, hogy egy
vegyiilet hidrofob jellegének novekedésével aranyosan né az aggregacidalapu gatld
mechanizmus valoszinlisége. Kutatdsom eredményei viszont azt tdmasztjak ald, hogy a
hidrofobicitas mértékébdl nem lehet pontosan megjosolni egy inhibitor aggregaldodasra valo
hajlamat. Az Aggregator Advisor szoftver altal megbecsiilt, a hidrofobicitas mértékére utald
logP  értékek alapjan a kilenc kivalasztott inhibitor (akarbdoz, gallotannin,
tiazolidinonszarmazékok) koziil csak az egyiknél allt fent az aggregalddas esélye. Az
akarbézon kiviil azonban valamennyi inhibitornal kimutattam kisebb-nagyobb mértékii
aggregaciot annak ellenére, hogy valamelyik vegyiilet negativ logP-vel rendelkezett, vagyis
csak csekély mértékben volt hidrofob.

Végiil, de nem utols6 sorban, ravilagitottam arra, hogy pontatlan az aggregacidalapu
inhibitorokkal szemben A&llitott azon szakirodalmi kovetelmény, miszerint detergens
jelenlétében a vegylilet gatld hatasanak jelentésen romlania kell. Helyesebb azt a
megfogalmazast haszndlni, hogy a gatld aktivitds megvaltozik detergens jelenlétében. Egy
detergens ugyanis csak abban az esetben eredményez gatlasromlast, ha az egyedi
inhibitormolekula kisebb mértékii aktivitdscsokkenést valt ki, mint az aggregatum adszorpcids
mechanizmusa.
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