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1. BEVEZETES

A cukorbetegség (diabetes mellitus) genetikai és kornyezeti tényezok egyiittes
hatasara alakulhat ki anyagcserezavarok és érrendszeri szovodmények képében. Az
anyagcserezavart a hiperglikaemia okozza, ami egyiitt jar a fehérje- és zsiranyagcsere,
valamint a so-viz és sav-bazis hdztartds zavaraival. A magas vércukorszintet az inzulin
hianya vagy a meglévo inzulin hatéstalansaga okozza, aminek a kdvetkeztében a gliikkoz
nem képes belépni a szovetekbe. A szoveti gliikozhiany kovetkezményeként
felgyorsulnak a gliikoneogenetikus folyamatok. A kialakult hiperglikaemia a csokkent
gliikéz felhasznalas és a fokozodo gliikoneogenézis egyiittes eredménye. A diabétesz
tovabbi tiinete a poliuria, polidipszia, tomegvesztés, emelkedett szérumzsirsav-szint és

ketoacidozis.

A cukorbetegség és szovédményei Eurdpaban és Eszak-Amerikdban a népesség
tobb mint 3 %-at, vilagszerte mintegy 285 millid6 embert érintenek, melynek
el6fordulasat 2030-ra  400-500 milliora prognosztizaljak. Az Egészségiligyi
Vilagszervezet (1985) osztdlyozasanak ajanlasa alapjan a diabétesznek 2 {6 tipusat
kiilonboztetjiik meg: az inzulin-fiiggd diabetes mellitust és a nem inzulin-fiiggo diabetes

mellitust.

Az 1. tipust diabétesz: inzulin-fiiggd diabetes mellitus (IDDM) a [-sejtek
autoimmun eredetli szelektiv és progressziv sejtpusztuldsa, a folyamat mindaddig tart,
amig a [-sejtek teljesen el nem pusztulnak és az inzulinszekrécid6 megsziinésével
kialakul az inzulinhidny. Megjelenése a fiatalkorra jellemzd. Szerepe Ilehet
meghatarozott HLA-antigén tipus meglétének. A statisztikai adatok szerint a HLA-DR3
¢s a HLA-DR4 tipusii hisztokompabilitasi antigének jelenléte esetén gyakoribb a
diabétesz. Kialakuldsdban szerepe lehet egyes virusfertézéseknek is (pl. mumpsz,
influenza, Coxsackie 4B, CMV). A virusok lehetnek direkt B-sejt karositdé hatastak,
vagy megvaltoztathatjak a sejtek antigén strukturajat, ami neoantigénként aktivalja az
immunrendszert. Terdpidja a naponta tobbszori inzulininjekcidval, testmozgassal és

szigort diétaval lehetséges.

A 1I. tipusu diabétesz: nem inzulin-fiiggd diabetes mellitus (NIDDM) Iényege,

hogy a hiperglikaemia részben az inzulin szekréci6 csokkent voltanak és/vagy a
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periférias sejtekben az inzulinhatds csOkkenésének (inzulinrezisztencia ¢&s/vagy
inzulinantagonistdk) ereddje. Zsirsejtekben, a majban €s az izomban mar a betegség
korai szakaszaban inzulinrezisztencia mutathato ki, melynek eredményeként fokozodik
az inzulintermelés. A koran jelentkezd inzulinhidny eldszo6r kompenzatorikus
hiperinzulinaemiat, majd csokkent hormontermelést idéz eld. A korkép kialakulasaban
orokletes és kornyezeti tényezdk jatszanak szerepet. Az életmod valtoztatason alapulod
terapia (diéta, testsuly csokkentése, rendszeres testmozgds) a betegség kezdeti
szakaszaban igen hatdsosan befolyasolja a vércukorszintet. Amikor a vércukorszint ily
moédon mar nem allithatd be, oralis antidiabetikumok alkalmazasa valik szlikségessé,
illetve az ujabb terapiakban a betegséget hipoglikaemias gyogyszerek mellett oralis
hipolipidaemids gyodgyszerek egylittes adasaval kezelik. A betegség nem-inzulinfiiggd
formaja (II. tipusu diabétesz) a betegek ~75 %-aban jelenik meg. Ezekben az esetekben
az inzulin nem fejti ki szokasos hatasait, azaz a gliikoztermelés csokkentését a majban,
illetve a glikogénszintézis serkentését az izmokban. Egyes felmérések szerint az
Egyesiilt Allamokban a diabétesz a 2000 utan sziiletettek kb. harmadat fogja érinteni és
megkozelitben 90% tekinthetd II. tipusu diabéteszes betegnek. Ha a betegséget
elhanyagoljak, diabetikus komplikaciok Iéphetnek fel. Akut szovédményként
hipoglikaemia, ketoacidotikus koma, tejsavacidozis alakulhat ki. Késéi szovodmény a
neuropatia, a diabéteszes mikroangiopatia és szervi kdrosodasok.

Mivel a diabétesz legjellemzdbb tiinete a vércukor rendellenesen magas szintje, a
tartasa.

A hiperglikaemia orélis antidiabetikumokkal kezelendd. A kezeléshez feltétleniil
biztonsagosabb ¢s hatékonyabb terdpidk bevezetése sziikséges. A glikogén foszforilaz
(GF) a II. tipusu diabétesz gyogyitasaban az egyik, nemrég felismert lehetséges
célmolekula, mivel az enzim alapvetd szerepet jatszik a maj glikogénanyagcserében ¢és
igy a vércukorszint szabdlyozasaban. Az értekezésben a foszforilazhoz specifikusan
kapcsolodo uj gliikkozszarmazékok gatloképességét vizsgalva in vitro és in vivo
rendszerekben tanulmanyozzuk a hatékony inhibitorok antihiperglikaemiés hatasat. Az
egyik inhibitorvegyiiletet vizsgaljuk a glikogén metabolizmusra fiziologiai koriilmények

kozott is a diabétesz kezelésére vald potencidlis alkalmazhatosag feltérképezésere.



2. CELKITUZESEK

A hiperglikaemia a II. tipust cukorbetegségben szenveddknél elsésorban oralis
hipoglikaemias szerek adasaval befolyasolhaté. A m3dj glikéztermelését komplex
enzimrendszer szabalyozza, amelynek egyik legfontosabb enzime a GF. A glikogén
metabolizmusban betdltott kozponti szerepe miatt a GF-re haté molekuldk a
gyogyszertervezésben jelentOs figyelmet kapnak. Az enzim térszerkezete ismeretében a
fehérje—ligandum kolcsOnhatas sajatsagai jol vizsgalhatoak, ami eldsegiti hatékony
antihiperglikaemias szerek kifejlesztését. A molekulak tervezésekor ismert GF-inhibitor
komplexek rontgen-krisztallografidval nyert, finomitott szerkezetét vettiik alapul.

Az értekezésben bemutatott vizsgalatok egyik célja az aldbbiakban fogalmazhatd
meg.

o Ismert szerkezetli glikdzszarmazékok hatasa a GF katalitikus aktivitdsara. Az

ujonnan szintetizalt vegyltletek gatloképességének meghatarozasa tisztitott nyul

vazizom ¢és maj foszforilaz enzimekkel. A gatlasi adatok Osszehasonlitdsa az enzim
aktiv (GFa) és inaktiv (GFb) formaira.

e A gatlasi adatok kinetikai analizise: Kj, és/vagy ICso meghatarozasa.

o A gliikozszarmazékok szerkezetének €s gatloképességének dsszehasonlitasa.

A viszonylag jelentds mennyiségben eldallithatd és jo gatlasi tulajdonsagokkal
rendelkezé vegyiilettel allatkisérletek végzése a molekula antihiperglikaemias
tulajdonsagainak megismeréséhez.

e Wistar patkdnyok majaban a glikogénanyagcsere tanulmanyozasa vércukorszint,
majglikogén-koncentracid meghatdrozasa; GF ¢és glikogén szintetaz (GS)
enzimek aktivitasanak mérése, a két enzim defoszforilacigjdban bekovetkezd
latencia tanulmanyozésa a vegyiilet jelenlétében.

e Diabétesz modellek (sztreptozotocin-indukalt és spontan diabéteszes Zucker
patkanyok) alkalmazasa a vegyiilet vizsgélatdban.

e A TH hatasanak a vizsgalata diabéteszes allatokban a plazma inzulinszintjére és

az allatok inzulinszenzitivitasara.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

Gliikopiranozilidén-spiro-tiohidantoin (TH)

Az els6 jo gatlasi allandoval (Ki < 10 um) rendelkezd gliikézalapa GF gatloszer
a gliikopiranozilidén-spiro-hidantoin. Somséak Laszl6 és munkacsoportja a vegyiiletben
egy O atom S atomra cserélésével az el6z0hoz hasonlo gatlasi allandoval rendelkezd
molekulat szintetizalt. Ennek a tioszdrmazéknak az eldnye, hogy a szintézise egyszerii

¢s sztereoszelektiv, hét 1épésen keresztiil torténik szabad cukorbol (/. dbra).
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1. dbra. A tiohidantoin kémiai szintézise

Glikogén foszforilaz gatlészerek vizsgalata: K; és ICs) meghatarozasa

A vizsgélt vegyiiletek (lehetséges GF inhibitorok) gatlasi 4allandodinak
meghatarozasdhoz a Linewaever-Burk féle &brazolast és a beldle szarmaztatott
masodlagos abrat hasznaltuk. A feltevésiink az volt, hogy a gliikkdzbol szintetizalt
molekuldk a GF-hez kotédnek kovetve a Michaelis-Menten kinetikat. A Michaelis-
Menten egyenlet egy hiperbola, amelybdl az enzimreakcid maximalis sebessége (Viax)
¢s a Michaelis-Menten (K,,) 4llandd meghatarozhat6. Az 4llandok grafikus
meghatdrozasanak egyik lehet0sége az eredeti egyenlet linearizalasa, az tigynevezett
Lineweaver-Burk abrazolds. Ha az enzimreakcid sebességét tobb kiilonbdzo inhibitor-
¢s szubsztratkoncentracional is megmértiikk, akkor a linerizalt Lineweaver-Burk

crer

megfelelden. Az 1igy kapott egyenesek meredekségét a hozzajuk tartozd
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inhibitorkoncentracié fliggvényében abrazolva egy uj gorbét kapunk, amelynek az x-
tengely metszete adja a gatlasi 4llandot (Kj). A mérési adatok szamitogépes
kiértékelésével (GraphPad Prism) hataroztuk meg a gatlasi allandokat.

Olyan vegyiiletek esetén, amelyek még nagy koncentracidban sem gatoljak jol a
GF enzimet a maximalisan elérheté gatlas 50 %-anak (ICso) a meghatirozésa az
elterjedt médszer. A mérés lényege azonos a K; meghatarozasaval, a kiilonbség annyi,

hogy az ICsy meghatarozasédhoz egyetlen szubsztratkoncentracid mellett valtoztatjuk az

crer

crer

Enzim-ligand kolcsonhatas vizsgalata rontgenkrisztallografiaval

A nyul véazizom nativ T-allapotd GFb kristalyokat egylittmiikodé partneriink
kutatocsoportja (National Hellenic Research Center, Athén, Gordgorszag) allitotta eld.
A GFb-inhibitor komplex létrehozasahoz egy vékony falu kapillaris csében a GFb
kristalyokat 100 mM koncentracidju inhibitort tartalmaz6 pufferben aztattdk 1,5-3.5
ordig. A GFb-inhibitor komplex rontgenkrisztallografias adatait Hamburgban X-31
sugarnyalab hasznalataval gyijtotték (A= 1,05-1,97 A). A médszer lehetévé tette, hogy
a maximalis felbontas elérje a 2,26 A értéket is. Az igy kapott adatokat a SYBYL
(Tripos Associates Inc., St Louis, MO, USA) program segitségével értékelték ki.
Munkacsoportunk megkapta az elektrondenzitas adatokat, valamint a fehérjeszerkezet
¢s a gatlo ligand térbeli koordinatait is. Az enzim-ligand kolcsonhatasokat kdzdsen
értekeltiik.
Allatkisérleti médszerek

220-250 g sulyt him Wistar patkdnyokat (Charles River Magyarorszag Kft.)
kontrollalt koriilmények kozott tartottunk (26°C, 50-70 % péaratartalom, 12 Orés
vildgos/sotét ciklus, viz-étel allandéan elérhetd volt szamukra) az Elettudoményi Epiilet
allathazdban. A kiilonboz6 vizsgalatokhoz a Debreceni Egyetem Allatkisérleti Etikai
Bizottsaganak engedélyével rendelkeztiink (29/2007 DE MAB).

Him Wistar patkdnyokban a diabéteszt egyszeri intravénds sztreptozotocin (50
mg/kg testsuly) izoozmotikus koncentracioju injekcidval valtottuk ki.

24 tetszblegesen kivalasztott allatot sztreptozotocinnal kezelve STZ-indukalt
diabéteszt hoztunk 1étre. Tiz hét elteltével a csoportot két részre osztottuk, az egyik
allatcsoport egyedeibe inzulin implantatumot (Linplant®, LinShin Inc. Kanada)

tiltettiink az altatott allatok nyakanak hatsé részébe a bor ala.
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A ZDF/Gmi-fa-fa (ZDF) allatokban a sziiletés utani 7-10. hétben alakulnak ki a
diabétesz tunetei. Ellentétben mas diabéteszes modellekkel a ZDF allatok kevésbé

elhizottak, de inzulinra érzékenyebbek.

Majszelet mintak feldolgozasa

A feldolgozas minden miiveletét 0-4C kozott végeztik. A majszeleteket
jéghideg fiziologias sooldattal (0,9% NaCl-oldat, pH= 7,4) ledblitettiik, megmértiik és 2
térfogat 40 mM Tris-HCl (pH= 7,4), 0,1% B-merkaptoetanol, 250 mM szacharéz,
pufferrel teflon Potter-Elvehjem csOben homogenizaltuk. A homogenizatumokat
centrifugéltuk (10000xg, 5 perc) és a feliiluszot liveggyapoton atsziirtiik. A sziirletbdl
GF és GS aktivitast hatdroztunk meg.

Inzulinrezisztencia mérése gliikoz-clamp maédszerrel

A kisérletet a korabbiakban leirt allatcsoportokon végeztiik. A vércukorszint és a
plazma inzulinszint meghatdrozasdhoz a sziikséges vérmennyiséget a kisérlet elott
vettik le. Az allatoknak inzulininfiziét adagoltunk (Humulin R®, Eli Lilly,
Indianapolis, USA), az inzulinnal parhuzamosan 20 % gliik6zinfiziét adagoltunk ugy,
hogy a normalglikaemiés vércukorszint (5,5 £ 0,5 mM) fennmaradjon. A vérmintakat a
ezutan 10 percenként. A plazma inzulinszint meghatirozdsahoz a vérmintat az
inzulininfuzié adagolasa el6tt vettiik le és a plazma preparalasa utan plazmat a késébbi
inzulinkoncentraci6 meghatarozasaig -70 C-on taroltuk. Az &llandé vércukorszint
fenntartdsahoz  sziikséges  gliikkdzinfizid  sebességébdl (mg  glikoz/kg/perc)
kévetkeztettink az allat inzulinérzékenységére. A plazma inzulinszint mérése HTRE®
Insulin Assay kit (Cisbio Bioassays, USA) segitségével tortént, ami két monoklonalis
antitestet hasznal és kis inzulinkoncentraciok meghatarozasara is alkalmas.
Mérési adatok kiértékelése

A GF gatlasi vizsgalatoknal minden mérési ponthoz legalabb 3 parhuzamos
aktivitasmérést végeztiink. A gatlast az atlag értékkel adtuk meg, ahol csak az atlagot
tintettiik fel, abban az esetben a szoras maximum + 10% volt. Az allatkisérleti
modszereknél 3-5 mérés adatat hasznaltuk fel a statisztikai adatok szamitasahoz,
amelyhez Microsoft Excel programot alkalmaztunk. Az adatokat atlag + SD értékkel
adjuk meg, a szignifikanciat -probaval szamolva. A kiilonboz0 kisérleti csoportok

adatait a #-proba varianciaanalizisével végeztiik. Adataink normaleloszlasat is



ellendriztiik. A varianciaanalizisnél a rogzitett faktor hatasvizsgalatara lefuttatott /-

proba azonos volt a paros t-proba probastatisztikdjanak elemzésével.

4. EREDMENYEK
4.1. Gliikozszarmazék vegyiiletek szerkezet — gatlas vizsgalata

A GF aktiv centrumara hat6 inhibitorok koziil az egyik leghatékonyabbnak
bizonyult a tiohidantoinhoz kapcsolt gliikozszarmazék a TH, amit sztereoszelektiven és
nagy mennyiségben is sikeriilt eléallitanunk. A rontgenkrisztallografids adatok alapjan
igazoltuk, hogy a TH a nyul vazizom GFb aktiv centrumdhoz kotédik és ott szadmos
intermolekularis  kolcsonhatds — segitségével kapcsolodik és  stabilizalodik a
kornyezetében taldlhatdé aminosav-oldallancokkal. Ezek a kdolcsonhatdsok az enzim
inaktiv T allapotat, valamint harmadlagos szerkezetét csak kis mértékben befolyasoljak.
A TH 0OsszeségébenlS H-kotéssel és 67 van der Waals kolcsonhatas segitségével
stabilizalodik az enzim aktiv centrumaban. A TH a GFb enzimhez kétddve az inaktiv T-
allapotot stabilizalja és megakadalyozza, hogy a T—R atalakulas sordn a 280-as hurok
megnyiljon és oda szubsztrat tudjon kotddni.

Az Aaltalunk vizsgalt gatloszerek a szerkezetiikb6l adodoan (gliikézalapu
molekulak) elsdsorban a GF aktiv centruméhoz (,,-csatorna”) kotdédnek és az ott
talalhatd  aminosavak (282-287) oldallancaival alakitanak ki  masodrendii
kolcsonhatasokat. Az enzim inaktiv T-allapotdban a [B-csatorna és a 280-as hurok
részben blokkolva van térszerkezeti valtozasok kovetkeztében. A GF inaktiv T-
allapotbdl aktiv R-allapotba valé alakuldsa soran a (-csatorna szabadda valik és igy a
szubsztrat (glikogén) altal konnyen megkdzelithetéve valik.

Azok a vegyiiletek, amelyek a hidantoinvaz egyes elemeit tartalmazzak gatoljak
a vazizom GFb aktivitdsat. A metilcsoporthoz képest a trifluoracetil-D-gliikopiranozil-
aminok anomer parjaiban csokkent a K; értéke. Az aromas csoportot tartalmazo
amidoldallancok is gyengébb gatlashoz vezettek, de a naftilcsoport bevitelével igen jo
gatlasi allandokat kaptunk.

A molekulacsalad tovabbi tagjai, a N-(B-D-gliikkopiranozil)-N’-aroil-
karbamidok, amelyek tulajdonképpen ,nyiltlanci” hidantoin szdrmazékoknak is
tekinthetoek, kinetikai és rontgenkrisztallografias adatok alapjan igen érdekes

eredményeket mutattak. A fenilcsoport egyik H-atomjanak helyettesitésével kapott



szarmazékok gatlasi allandoi is a mikromol tartomanyban vannak. A naftoil-karbamid
szarmazékok, pedig a legjobb GF gatloszereknek tekinthetdek.

Részletesen vizsgaltuk a benzoil-karbamid (N-benzoil-N’-B-D-gliikopiranozil-
karbamid) kotddési lehetOségeit a GFb enzimhez. A molekula a nyul véazizombol
preparalt GFb katalitikus centruméhoz kapcsolddik, ahol az inhibitor karbamid része és
benzoil-csoportja kitdlti az ugynevezett szubsztratzsebet a His341 aminosav-
oldallanchoz kapcsolddva.

Az inhibitor enzimhez valdé kotédését 21 H-kotés és 96 van der Waals
kolcsonhatas (7 apolaris-apolaris, 16 polaris-poldris és 73 poldris-apolaris) stabilizalja.
Az inhibitor kotddése az enzim katalitikus centrumdhoz jelentds strukturalis valtozast
hoz létre a 280-as hurokban. Ez a konformaciovaltozas még szorosabb kotddést biztosit
az enzim ¢és a gatloszer kozott. A gatlo hatds két konformaciovaltozassal valosul meg.
Az egyik az, hogy mig a nativ GFb enzim His571 és Asp283 oldallancai kozott H-kotés
alakul ki, addig a benzoil-karbamid-GFb komplexben a His571 oldallanca 20°-kal
elfordul és ez a H-kotés nem johet 1étre. A masik konforméciovaltozas pedig az, hogy
az enzim inaktiv T-allapotdban a Phe285 ¢és a Tyr613 oldallancai apolaris
kolcsonhatassal kapcsolédnak egymashoz, addig a benzoil-karbamid-GFb komplexben
ez a kolcsonhatas ugy valosul meg, hogy az Asn284 oldallanca segitségével szendvicset
képez a Phe285 ¢és a Tyr613 oldallancai kozott, ,,tonkretéve” ezzel az aktiv centrumot €s
utanozva a T — R éllapot atalakulasat.

A GF uj allosztérikus helyét, az indol kotdhelyet, a dimer enzim kdzpontjaban a
monomerek kapcsolodasi  pontjanal azonositottdk. A benzoil-karbamid egy
konforméacidvaltozas kovetkezményeként, amikor az ugynevezett ,,s-transz” geometriat
veszi fel, képes kotddni a GFb indol kotéhelyéhez. Az enzim-inhibitor komplexet 9 H-
kotés és 80 Van der Waals kolcsOnhatds stabilizalja. A benzoil-karbamid benzoil-
csoportja 43 van der Waals kolcsonhatast, mig a karbamid ,rész” 14 tovabbi
masodrendli kdlcsonhatast alakit ki a két monomer taldlkozasanal talalhatd kotohely
aminosav oldallancaival. A molekula harmadik csoportja a gliilkopirandz-gytirt szintén
masodrendli kolcsonhatasokkal stabilizdlodik az 1) gatlohelyen (19 madésodrendii
kolcsonhatas).

A Dbenzoil-karbamid kotédése a GF indol kotéhelyéhez nem okoz
konforméacidvaltozast az enzim szerkezetében. Fontos hangsulyozni, hogy a benzoil-

karbamid kotédni képes a GF 1j, allosztérikus (indol) kotShelyéhez is, ahova eddig
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kizardlag indol-2-karboxamid tipusi vegyiiletek kapcsolodtak. Ez a megtfigyelés
hasznos lehet a tovabbi potencialis antihiperglikaemids szerek kifejlesztésében is (2.

abra).

2. dbra. A benzoil-karbamid kotédése a GFb dimer molekulahoz

Egy dimer GFb molekuldhoz négy benzoil-karbamid (N-benzoil-N’-B-D-gliikopiranozil-
karbamid) kotédhet: egy-egy a monomerek aktiv centrumahoz (piros molekulak), mig egy-egy a
monomerek kapcsolddasanal 1évé indol kdtohelyhez (narancssarga molekulak). A nyul vazizom
GFb dimer molekulaban feltiintettiik az AMP kotohelyhez kapcsolédd IMP molekulakat (lila)
is.

4.2. TH hatasanak vizsgalata a maj glikogén anyagcseréjére

Ismeretes, hogy a méaj GF enzim mellett a GS aktivitasat is reverzibilis
foszforilacidé szabalyozza. Mig a GF enzimet egyetlen kindz (a foszforilaz kindz)
foszforilalja és ezaltal enzimatikusan aktivalja (GFa), addig a GS kiilonb6z6 kinazokkal
(pl. PKA, GSK-3) foszforilalhato tobbféle Ser oldallancon. A GS defoszforilalt formaja
a katalitikusan aktiv (GSa), és foszforilacioval inaktivalodik és alakul 4t GSb formava.
A két enzim (GF és GS) defoszforilacidja 0sszehangolt szabalyozassal valosul meg a

glikogénpartikulakhoz  kotott protein  foszfatdz-1  hatasara: elészor a  GFa
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defoszforilalodik csak ezt kovetden indul be a GSa képzddése, azaz latencia figyelhetd
meg az aktiv GS képzddésében. A GFa a GSb defoszforilaciojaban allosztérikus
inhibitornak tekinthetd.

A TH mjj glikogénanyagcserére kifejtett hatasat eldszor Wistar patkanyokbol
preparalt gélsziirt kivonatban vizsgaltuk. 50 uM TH eldsegitette a GF aktiv és a GS
inaktiv formdjanak a defoszforilaciojat és csokkentette a GS aktivalodasaban
bekovetkezo latenciat. A GFa aktivitasanak a csOkkenése, a foszfataz aktivitas
novekedése és a GS aktivalodasa egylittesen a glikogén lebontasat gatolja, amely gatlas
TH mintegy inaktivalja a GF-t és aktivalja a GS-t, Osszetett. Kinetikai ¢és
rontgenszerkezet vizsgalataink alapjan nyilvanvalo, hogy a TH-GF komplex kialakulasa
okozza az enzim gatlasat és inditja be a GS defoszforilacigjat anélkiil, hogy a GFa
koncentracioja jelentdsen lecsokkenne, s ezaltal allosztérikus inhibitor hatasa
megsziinhetne. Hasonl6 mechanizmussal megy végbe a gliikoz latenciat csokkentd
hatasa is, bar ehhez nagysagrendekkel tobb ligandra van sziikség (20 uM TH, illetve 20
mM gliikkdz mutat kdzel azonos valtozast). Napjainkban az antihiperglikaemids anyagok
¢s inzulinszerii vegyiiletek vizsgalatara a sztreptozotocin-indukalt kisérletes diabéteszes
modell terjedt el. Kimutattuk, hogy a szérum gliikkozkoncentracié kb. négyszeresére
novekedett a sztreptozotocin-indukalt diabéteszes patkanyokban, mig a méjglikogén
mennyisége tobb mint tizedére csokkent. TH hosszantartd kezeléssel (tiz alkalommal
masnaponként) a vércukorszint szignifikdnsan csokkent, ami a TH antihiperglikaemias
hatdsara utal. Szembetlind az is, hogy a diabéteszes allatok majglikogén tartalma
jelentdsen javult, csaknem elérte a kontroll értéket. Feltételezziik, hogy a TH
antihiperglikaemias hatasa els6sorban a GS latencidjanak megsziintetésével
magyarazhato — hasonloan a normal allatok gélsziirt majkivonatdban megfigyelthez — €s
ezért novekszik jelentdsen a majglikogén tartalma. A TH ugyanakkor nem tudja
kelloképpen ellensulyozni a sztreptozotocin jelenlétében kialakult magas gliilkagon
koncentraciot, ami dontden hozzajarul a kezelt allatok magas vércukorszintjéhez.

A genetikailag modositott allatkisérleti modellek alkalmasabbak a II. tipusu
diabétesz tanulmanyozasara, mivel a magas vércukorszint és inzulinrezisztencia mellett
az elhizés is megfigyelhetd. A Zucker diabéteszes him patkanyokban is hatasos volt a
TH kezelés, csokkent a GF aktiv formajanak mennyisége és a GS aktivalodasa latencia

nélkul kovetkezett be.
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Adataink felvetették a vizsgalt vegyiilet (TH) esetleges hatdsat normal és
sztreptozotocin kezelt allatok vércukorszintjére és inzulinérzékenységére. Korszerli
kisérleti moddszeriinkben — megegyezik a gydgyszerkiprobdlasokra nemzetkozileg
elfogadott standarddal — sikeriilt kimutatnunk, hogy az egyszeri TH kezelés az
inzulinérzékenységet helyreallitja. Hasonl6 eredményt értiink el inzulin implantatum
beiiltetésével. A TH szignifikdnsan csokkentette a vércukorszintet is a sztreptozotocin
kezelt Wistar patkanyokban.

Osszegezve megallapithatjuk, hogy a maj GF jelentds célmolekuldja lehet az
antihiperglikaemids szerek tovabbi kutatdsanak. A glilkdézanaldég vegyiiletek és azok
majglikogén metabolizmusra kifejtett hatasa értékes alapkutatasi eredményeket tart fel

¢s a kezdeti allatkisérleti eredmények biztatoak.

5. OSSZEFOGLALAS

A mij glikogén elsédleges feladata a gliikkoz raktarozasa, reverzibilis lebomlési
¢s felépitési folyamataival hozzajarul a vércukorszint fenntartdsahoz. Izomban és
méjban a glikogén szintézise és lebontdsa a GF és a GS enzimek szabalyozasaval
torténik. A GF a glikogén lebontasanak elsé 1épését katalizdlja, az enzim aktivitasa
tobbek kozott gatolhatod gliikkdzzal és gliikkdzanalog vegyiiletekkel. Feltételezhetd, hogy
a GF gatloszerei alkalmasak lehetnek a II. tipust diabétesz terapids kezelésére, a maj

enzimet, mint a gydgyszerkisérletek lehetséges célpontjat azonositottak.

Jelen munkank egyik célja, hogy megvizsgaljuk az Ujonnan szintetizalt
gliikkézanal6g inhibitorok nytl vazizombol és patkdny majbol tisztitott GF-re kifejtett
gatld hatasat. Vizsgalataink soran azonositottunk egy spiro-tiohidantoin szarmazékot,
amelynek a GF-ra kifejtett gatlasi allanddja (K;) a mikromolos tartomanyba esik. Tobb
olyan szubsztitudlt karbamidszarmazékot is azonositottunk, amelyek a GF jo
gatloszerei, rontgenkrisztallografids adatok alapjan az enzim aktiv centruméhoz és a

nemrégiben felfedezett uj allosztérikus gatlohelyéhez kétddik az egyik ilyen vegyiilet.

A gliikopiranozilidén-spiro-tiohidantoin (TH) mind a vazizom, mind a maj GF
enzimek hatékony gatldszere. Kimutattuk, hogy 50 uM TH Wistar patkanyok majabol
készitett gélszlirt kivonatban felfiiggesztette a GF és GS koordinalt szabalyozasat,
megsziintette a latenciat a GS aktivalasaban. Sztreptozotocin-indukalt diabéteszes
allatokban a TH kezelés hatasara jelentdsen csokkent a vércukorszint és novekedett a

m4j glikogéntartalma. Elhizott Zucker diabéteszes patkanyokat i.v. TH-val kezelve a
13



kontrollhoz képest jelentdsen csdkkent a méaj GFa szintje és a GS aktivalodasa is

gyorsult.

Vizsgaltuk a TH hatdsat kontroll és sztreptozotocin indukalt diabéteszes

patkdnyok inzulinérzékenységére ¢és vércukorszintjére. A TH fokozta az

crer

helyreallitasat.
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