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Roviditések:

2-NBDG: 2-(N-(7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)Amino)-2-Deoxyglucose
AC: adenilat-ciklaz

ADP adenozin-difoszfat

AMP: adenozin-monofoszfat

ATP: adenozin-trifoszfat

a2: a2 adrenoreceptor

cAMP: ciklikus adenozin-monofoszfat
BSA: szarvasmarha szérum albumin
DPP: dipeptidil-peptid-4

EMA: Europai Gyogyszeriigynokség
FK: foszforildz-kinaz

F-6-P: fruktoz-6-foszfat;

F-1,6-P2: fruktoz-1,6-biszfoszfat

F-1,6-bP-az: fruktoz-1,6-biszfoszfataz

FDA: Amerikai Elelmiszer- és Gyogyszerengedélyeztetési Feliigyelet (Federal
Drug Administration)

G: Gliikoz

G-1-P: gliikkoz-1-foszfat

G-6-P: gliik6z-6-foszfat

GFa: glikogén-foszforilaz a (aktiv, foszforilalt forma)

GFb: glikogén-foszforilaz b (inaktiv)

GLP-1: gliilkagon-szerti peptid 1

GLUT: gliikdz transzporter

GK: gliikokinaz

GKRP: gliikkokinaz reguléator fehérje

GR: gliikkagon receptor;

GRA: gliikagon receptor antagonista

Gs: aktivalt G-fehérje

GSa: glikogén szintetaz a (aktiv, defoszforilalt forma)

GSb: glikogén szintetaz b (inaktiv, foszforilalt forma)

G-6-Paz: gliik6z-6-foszfataz

HbAlc: hemoglobin Alc

IMP: inozitol-monofoszfat



KO:
mAch:
mRNS:
ob/ob:
OGTT:
PEP:
Pi:

PK:
PP1:

SGLT1:
SGLT2:

SLC:
SR:

STZ:
ZDF:

knock out

muszkarinos acetil-kolin receptor

hirvivé (messenger) ribonukleinsav

egértdrzs — leptin mutacioval

oralis gliikoztolerancia-teszt

foszfoenol-piruvat

foszfatanion (anorganikus foszfat)

protein-kinaz

protein-foszfataz-1

natrium-gliik6z kotranszporter 1 (sodium-dependent glucose cotransporter 1)
natrium-gliikdz kotranszporter 2 (sodium-dependent glucose cotransporter 2)
SoLute Carrier — klasszikus transzporter gének

szarkoplazmatikus retikulum

sztreptozotocin

Zucker Diabetic Fatty rats (2-s tipusu diabétesz allatmodell)



1. BEVEZETES

A cukorbetegség (diabétesz mellitusz) az egyik legjobban elterjedt betegség a foldon.
2000-ben a becslések szerint a cukorbetegségben szenvedd felndttek szama kozel 151 millid
volt, ez a szdm 2009-re 88%-kal 285 milliora ndtt. Felmérések alapjan jelenleg a 20—79 éves
felnottek 9,3%-a (463 millié ember) szenved diabéteszben, valamint tovabbi 1,1 milli6 20 év
alatti gyermek ¢€s serdiilé szenved 1-es cukorbetegségben. Az International Diabetes Federation
(IDF) becslése szerint 2030-ra 578 millio és 2045-re 700 milli6 fol6tt lesz cukorbetegek szama
[1]. 2010-ben egy globalis eldrejelzés 2025-re 438 millid fore becsiilte a cukorbetegek szamat.
Bér ebbdl a joslatbol még 3 év hatra van, de ezt az eldrejelzést mar 25 millioval talhaladta az
emberiség [1]. A cukorbetegséggel €16 felndttek szdma az elmult 20 évben tobb mint
haromszorosara nétt, ezért a diabétesz a 21. szdzad egyik leggyorsabban novekvo egészségiigyi
kihivasa. A cukorbetegek szamanak novekedését tarsadalmi-gazdasagi, demogréfiai,
kornyezeti és genetikai tényezOk egyiittes kdlcsonhatdsa segiti eld. A folyamatos emelkedés
nagyrészt a 2-es tipusu cukorbetegség, és a kapcsolodd kockazati tényezok fellendiilésének
koszonhetd, amelyek magukban foglaljak a kiilonb6zé mértékli elhizast, az egészségtelen
taplalkozast és a csokkent fizikai aktivitast. Emellett a gyermekkorban fellépd 1-es tipust
cukorbetegek szdma is novekszik. A ndvekvd urbanizacid, és a megvaltozott életmod (pl.
magasabb kaloria-bevitel, feldolgozott élelmiszerek megnovekedett fogyasztasa, iil6 életmod)
tarsadalmi szinten jarulnak hozza a 2-es tipusti cukorbetegségben szenvedo betegek szdmanak
novekedéséhez. Ezt igazolja, hogy a varosi teriileteken 10,8%, vidéki teriileteken alacsonyabb
7,2% a diabétesz prevalencidja, de eldrejelzések alapjan ez a kiilonbség a kozeljovoben

csokkenni fog [1].



2. IRODALMI ATTEKINTES
2.1. A cukorbetegség

A cukorbetegség egy olyan sulyos, hosszu tava (krénikus) allapot, amely akkor fordul
eld, ha a vérben emelkedett a gliikoz koncentracioja. Ennek oka lehet, hogy a szervezetiink nem
képes elegendd6 mennyiségli inzulint eldallitani, vagy az eldallitott inzulin nem tudja
hatékonyan kifejteni a hatdsat. Az inzulin a hasnyalmirigy Langerhans-szigeteiben 1év béta-
sejtek altal termelt peptid hormon, amely lehetdvé teszi a véraramban kering6 gliikkoz bejutasat
a test sejtjeibe, ahol a gliikoz energiava alakul [2]. Az inzulin elengedhetetlen a sejtekben a
fehérje €s a zsir anyagcseréjéhez. Az inzulin hidnya, vagy a sejtek altal adott csokkent valasz
eredménye a magas vércukorszint (hiperglikémia), amely a cukorbetegség klinikai indikatora.
A cukorbetegség diagnosztizaldsara szolgald kiiszobértékeket az [. tablazat mutatja. Az
inzulinhiany, ha hosszii tdvon kezeletlen marad, tobb szervi kérosodast, életveszélyes
egészségligyl komplikaciokat okozhat, ilyen a retinopatia, vaksag, veseelégtelenség, sziv- ¢és
érrendszeri betegségek, neuropatia, stroke, valamint az ujj, labfej vagy 1ab amputacioja [3].
Amennyiben sikeriil a cukorbetegséget megfelelden kezelni, akkor ezek a stlyos

szovodmények késleltethetdek, vagy teljes mértékben megeldzhetdek [4].

1. tablazat. Cukorbetegség diagnosztikai kritériumai:

Cukorbetegség Csokkent Emelkedett éhomi
gliikéztolerancia vércukorszint
ha egy vagy tobb az els6 vagy mindkeét
alabbi kritériumok | ha minden alabbi | alabbi kritérium
koziil teljesiil kritérium teljesiil | teljesiil
éhomi® vércukorszint >7,0 mmol/dm® <7,0 mmol/dm’ 6,1-6,9 mmol/dm’
két  oras  vércukorszint | >11,1 mmol/dm’ >7,8 és<11,1 <7,8 mmol/dm’
75 g oralis gliikoz terhelés utan mmol/dm’
(oralis gliikoztolerancia-teszt,
OGTT)
HbAlc® >48mmol/mol
egyenlo 6,5% -kal
Random vércukorszint >11,1 mmol/dm’
hiperglikémia tlinetei mellett

‘legalabb 8 oran keresztiil a vizsgalat el6tt nincs kaloriabevitel/étkezés.

ba diabétesz diagnosztizalasara alkalmas paraméter, hemoglobin része, mely gliikozt képes megkétni.
A vorosvértestek atlagos élettartama 2 honap a vérmintaban, igy erre az idGszakra ad felvilagositast a
HbAlc érték.



2.1.1. A cukorbetegség fajtai
2.1.1.1 Az 1-es tipusu cukorbetegség

Az l-es tipusi cukorbetegséget autoimmun reakcid6 okozza, amely sordn az
immunrendszer megtamadja a hasnyalmirigy inzulintermeld béta-sejtjeit. Ennek
eredményeként nem vagy nagyon kevés inzulin termelddik [5]. Ennek a folyamatnak az okait
nem teljesen ismerjiik, de a legvaldsziniibb tényezdk kozott a genetikai fogékonysag és a
kornyezeti hatasok (pl. toxinok, virusfertézés) kombinéacioja véltja ki az autoimmun reakciot
[6]. A betegség barmely életkorban kialakulhat, de az 1-es tipusu cukorbetegség leggyakrabban
gyermekeknél, és fiataloknal fordul eld [7].

Az l-es tipusti cukorbetegségben szenvedd embereknek napi inzulin injekcidkra van
sziikségiik a megfeleld vércukorszint fenntartdsdhoz. A megfeleld napi inzulinkezelés, a
vércukorszint rendszeres ellendrzése, timogatas, oktatas révén egészséges életet élhetnek a
paciensek, és megeldzhetik vagy késleltethetik a cukorbetegséggel jar6 szovodményeket. A
betegség kezelés protokolljanak betartasa nem egyszeri feladat, kiillondsen gyermekkorban, és
a szegényebb orszagokban. Igy a nem megfelelden kezelt betegeknél diabéteszes ketoacidézis,
¢és hipoglikémia is kialakulhat. E16bbi esetében a szervezetben felhalmoz6do ketontestek stlyos
fogyatékossagot, és korai halalt okozhatnak, mig utdbbi ajulast, és szervek karosodésat
okozhatja [8].

Az 1-es tipust cukorbetegség szamos tipikus tiinettel rendelkezik. Ezek koziil néhany a
tulzott szomjusag (polidipszia), gyakori vizelés (poliuria), faradtsag, alland6 ¢hség, hirtelen
sulyvesztés, agyba vizelés, és homadlyos latds [8]. Az 1l-es tipusu cukorbetegséget
megnovekedett vércukorszint altal diagnosztizaljak, €s a jellemzo tiinetek némelyike, vagy

ritkan az Gsszes jelenléte altal (1. tablazat).
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2.1.1.2 A 2-es tipusu cukorbetegség

A 2-es tipusu cukorbetegséget is hiperglikémia jellemzi. A test sejtjei nem képesek teljes
mértékben reagélni az inzulinra, igy tobb gliilkéz marad a vérben, melyet inzulin rezisztencidnak
is nevezziik [9]. Ebben az allapotban a hormon hatasa csokken, vagy teljesen hatastalan, és ezért
fokozodik a hasnyalmirigyben az inzulintermelés. Idével a hasnyalmirigy béta-sejtjei nem
tudnak 1épést tartani a kereslettel, és elégtelen inzulintermelés alakul ki. Emellett a 2-es tipusu
cukorbetegséget a maj fokozott gliikdz kibocsatdsa is okozhatja [10], [11]. A 2-es tipusu
cukorbetegséget leggyakrabban az iddsebb felndtteknél tapasztaljuk, de ndvekvo elhizés, testi
inaktivitas, és nem megfeleld étrend miatt egyre inkdbb gyermekeknél és fiatalabb felndtteknél
is megfigyelhet6. A 2-es tipusu diabétesznek hasonloak a tiinetei, mint az 1l-es tipusu
cukorbetegségnek, de a megjelenése kevésbé dramai, gyakran tiinetmentes is lehet. Ezért a 2-
es tipusi cukorbetegség kezdetének pontos idejét altalaban lehetetlen meghatarozni, és
hosszabb 1d6 diagnosztizalni a betegséget. Amennyiben hosszabb id0 eltelik, amig a betegséget
felismerik, akkor olyan komplikéciok lehetnek jelen a diagnézis felallitdsakor, mint példaul
retinopatia, vagy az alsé végtagi fekély, amely nehezen gydgyul [12], [13]. A 2-es tipusu
cukorbetegség oka nem teljesen tisztazott, &m szoros kapcsolat van a tulsuly, az elhizés, a
novekvo életkor, valamint az etnikai hovatartozas, és a csaladi kortorténet kozott. Az 1-es tipust
cukorbetegséghez hasonldan a 2-es tipusu cukorbetegség is a genetikai €s a kdrnyezeti kivalto
okok kombinaci0jabol szarmazik [14].

A 2-es tipust cukorbetegség kezelésének fontos része az egészséges életmod, mely
magaba foglalja a rendszeres testmozgast, az egészséges étrendet, a dohanyzas abbahagyasat,
¢s az egészséges testsuly fenntartasat. Ha az életmod megvaltoztatdsanak kisérletei nem
elegendéek a vércukorszint szabalyozasahoz, orélis gyogyszeres kezelés sziikséges.
Amennyiben az ordlis antidiabetikumok nem képesek megfelelden szabdlyozni a
vércukorszintet, sziikség lehet az inzulin poétlasdra is. A megemelkedett vércukorszint
ellendérzése mellett elengedhetetlen a vérnyomas, a vér lipidszint, és az anyagcsere rendszeres
ellendrzése (legalabb évente). Ez lehetdvé teszi a veseproblémadk, a retinopatia, a neuropatia, a
periférids artérids betegség, €s a labfekély kialakuldsanak megeldzését [15], [16]. Rendszeres
ellendrzésekkel, és helyes életmoddal, és ha sziikséges gyogyszeres kezeléssel, a 2-es tipusu
cukorbetegségben szenveddk hosszu és egészséges ¢letet ¢lhetnek.

Globalis szinten a 2-es tipusu cukorbetegségek szdma nagyon magas, ¢s minden régidoban
novekszik. Ezt a novekedést a népesség eloregedése, a gazdasagi fejlodés, és a novekvod

urbanizacid segiti eld. A betegségnek ez a formaja a cukorbetegek 90%-at érinti, igy komoly
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kozegészségiigyi probléma, foként a szovodmények miatt. 2-es tipusu diabétesz kezelésének a
legfontosabb része a magas vércukorszint csokkentése, és diabéteszes szovoédmények

kialakulasanak késleltetése, és megakadalyozasa [17].

2.1.1.3 Terhesség alatti diabétesz

A WHO és a nemzetkozi ndgydgyaszati €s sziilész szovetség szerint 2 féle hiperglikémiat
kiilonboztetiink meg a terhesség ideje alatt [18]. Egyik a gesztacids diabétesz (GDM), melynél
a terhesség ideje alatt diagnosztizaljak eldszor a hiperglikémiat. A cukorbetegségnek e fajtaja
a terhesség alatt barmikor eléfordulhat, de leggyakoribb a 24. hét utan [19], és a terhesség utan
altalaban eltiinik. Masik fajtaja a terhességi cukorbetegség (DIP), mely a terhesség el6tt is jelen
volt, vagy a terhesség alatt diagnosztizaljak eldszor, de a diagnosztizalas soran megfelel a
cukorbetegség diagnosztizalasara szolgald kiiszobértékeknek (1. tabldzat). A DIP el6fordulhat
a terhesség alatt barmikor, beleértve az elsé trimesztert is [20]. Becslések szerint terhesség alatt
a hiperglikémia oka 75-90%-ban a gesztacios diabétesz [21]. A hiperglikémia egyértelmii
tiinetei a terhesség alatt ritkak, ezért nehéz megkiilonboztetni a terhesség normal tiineteitdl. A
gesztacids diabétesz sziirésére oralis gliikkdz toleranciateszt ajanlott a terhesség 24. és 28. hete
kozott, de a magas kockazati nék esetében a sziirést a terhesség alatt korabban kell elvégezni

[22].

2.1.1.4 Mas tipusu cukorbetegségek

A WHO osztalyozésa szerint a cukorbetegségnek egyéb fajtai is vannak, ilyen példaul a
monogénes ¢és masodlagos diabétesz [23]. Monogénes diabétesz kialakuldsa csak egy gén
eredménye, nem pedig a tobb gén, és kornyezeti tényezék kombinacidja. A monogénes
cukorbetegség ritkan fordul eld, az dsszes eset kb 1,5-2%-a. Gyakran tévesen diagnosztizaljak
1-es vagy 2-es tipust cukorbetegségként [24]. Habar ritkak, de ezek a betegek ,,emberi knock-
out modellekként” szolgalhatnak, amelyek betekintést nytjtanak a cukorbetegség
patogenezisébe [25]. Az utdbbi években a teljes genom genetikai vizsgalatainak ndvekedésével
egyre tobb monogénes cukorbetegség-format fedeztek fel, igy ezeknek a tipusoknak a valodi
gyakorisagat aldbecsiilhetjiik [26]. Napjainkban mar tobb mint 20 genetikai okat ismerjiik,
melyek koziil a leggyakoribbak a kovetkezd gének mutacidi: KCNJ11, ABCC8, 6q24, INS,
GATAG6 [27].
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2.1.2. A cukorbetegség gyogyszeres kezelése

A cukorbetegség kezelésének elsé Iépése az ¢€letmdd-terapia (rendszeres testmozgés,
egészséges étrend, dohdnyzéas abbahagyasa, egészséges testsuly fenntartasa), és ha sziikséges,
akkor gyogyszeres kezelés [16]. A gydgyszeres terapia lehet ordlis antidiabetikus szer, és
sulyosabb esetben az antidiabetikum mellé inzulinkezelés is sziikséges. Antidiabetikus szerek
koziil altalaban metforminnal [26], mint elsd vonalbeli gydgyszerrel kezdik meg a kezelést.
Jelenlegi hiperglikémias szerek a diabétesz patofizioldgiai hibait, étvagyszabalyozast,
tapanyagok felszivodasat és kivalasztasat célozzdk meg. A hiperglikémias szerek a kovetkezd
mechanizmusokkal csokkentik a vércukor szintet: a metformin gatolja a ma4j
gliikoneogenezisét; a szulfonilkarbamid-szarmazékok és a glukagon-szerti peptid 1 (GLP-1)
analogok ¢és dipeptidil-peptid 4 (DPP) inhibitorok névelik a hasnyalmirigyben az inzulin
vércukorszintet oralis antidiabetikus szerekkel gyakran nehéz optimadlis tartomanyon beliil
tartani. Ha egyetlen szer alkalmazédsaval nem sikeriil megfeleld eredményt elérni, akkor
kombinalt terdpia ajanlott, tobbféle, kiilonb6zd hatasmechanizmussal rendelkezd gyogyszerek
felhasznalasaval [28]. A forgalomban 1évé szamos gydgyszer ellenére a cukorbetegeknek
tovabbra is problémat jelent a glikémias kontroll, ezért j gyogyszerek kifejlesztésére van

sziikség a morbiditas, a szovédmények csokkentéséhez, és az ¢letmindség javitasahoz.

2.2. Glikogénanyagcsere

A glikogén olyan eldgaz6 lancu gliikéz polimer, amelyet a lancban a-(1,4)- és az
elagazasoknal a-(1,6)-glikozidos kotések kdtnek Ossze. Testiink gliikozt nyerhet kozvetleniil az
étrendbdl vagy aminosavakbol, és laktatbol a gliikoneogenezisen keresztiil. Ebbol a két
elsddleges forrasbol nyert gliikdéz vagy a véraramban kering, vagy a szervezet homopolimer
formaban, glikogénként tarolja.

Sejtekben a glikogén glikoszomaban, fehérje és glikogén komplexében talalhatd. A
glikoszoéman beliil a glikogén szerkezete harom formaban taldlhato meg, nevezetesen -
granulum, B-granulum és y-részecske. Az a-granulumok elsdsorban a majban talalhatok, és
tobb B-granulumbol allnak. A B-granulum a gyors gliikdz-forrasnak, az a-granulum lassabb
energiaforrasnak tekinthetd [29].

A mdj az egyetlen olyan szovet, amely képes a glikogénbdl felszabaditott gliikkdzt a
véraramba juttatni, igy szabalyozva a vércukorszintet. Ez alapjan igy a m4dj glikogén-raktara

tekinthetd a vércukorszint f6 pufferének. Mas szovetek is képesek szintetizalni, és lebontani a
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glikogént, de ezt a gliikkozt a sejtek csak sajat energiaigényeik fedezésére hasznaljak. A mdj
rendelkezik legnagyobb fajlagos glikogén-tartalommal, amely a tomegének 10%-a is lehet.
Emellett két szovet tarol még jelentés mennyiségii glikogént, mint sajat energiaforrds, a
vazizom ¢és az agy, de ezek mellett a vese, a sziv és a zsirszovet is képes a glikogén
raktarozasara. Izomban sokkal alacsonyabb glikogénmennyiség van a szdvet tomegére
vonatkoztatva (1% —2%), de mivel az izom teljes tomege sokkal nagyobb, mint a m4jé, a
vazizmokban tarolt 6sszes glikogén mennyisége akar 6tszorose is lehet a majban tarolt glikogén
mennyiségének [30]. Agyban a glikogén mennyisége a teljes szovet tomegéhez viszonyitva kb
0,1%. Izomban, agyban valamint mas, nem a majszdvetekben tarolt, glikogénben talalhatd
gliikéz a hexokinaz enzim jelenléte miatt elérhetetlen mas szovetek szamara, mert az enzim
affinitasa nagyon magas a gliilkdzhoz, ezaltal a gliikoz gyorsan foszforilalodik, és gliik6z-6-
foszfatdz hidnyaban nem alakul vissza. Emiatt glilk6z-6-foszfat nem juthat ki a sejtbdl, igy vagy

glikogén szintetizalodik beldle, vagy az energiatermelésben vesz részt (1. dbra).
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1. dbra. Gliikéz anyagcsere szabalyozasa [31]

AC: adenilat-ciklaz; Gs: aktivalt G fehérje; GRA: gliikkagon-receptor antagonista; GR: glilkagon-
receptor; GKRP: gliikkokinaz regulatorfehérje; GK: gliikokinaz; PKA: cAMP-fiiggd protein kinaz; FK:
foszforilaz kinaz; GFb: glikogén-foszforilaz b (inaktiv, defoszforilalt forma); GFa: glikogén-foszforilaz
a (aktiv, foszforilalt forma); GSb: glikogén-szintaz b (inaktiv, foszforilalt forma); GSa: glikogén-szintaz
(aktiv, defoszforilalt forma); PK: protein kinazok; PP1: protein-foszfataz-1; F-6-P: frukt6z-6-foszfat; G-
6-Paz: gliik6z-6-foszfataz; F-1,6-P»: fruktoz-1,6 biszfoszfat; PEP: foszfoenol-piruvat; F-1,6-bPaz:

fruktoz-1,6-biszfoszfataz. A pontozott vonalak a reverzibilis foszforilaciot jelolik.

A glikogén homeosztazis magaban foglalja a glikogén szintézisének (glikogenezis), és a
glikogén lebomlasanak (glikogenolizis) dsszehangolt szabalyozasat. A két folyamat reciprok
szabalyozassal mikddik. A glikogenolizist serkentd hormonok (gliikagon, kortizol, adrenalin,
noradrenalin) egyidejlileg gatoljak a glikogenezist, ezzel szemben az inzulin stimuldlja a

glikogenezist mikdzben gatolja a glikogenolizist.
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2.2.1. Glikogénszintézis

A glikogénszintézis kulcsenzime a glikogén-szintetdz (GS), amely egy 85000 dalton
molekula témegli enzim. A gliikdz molekuldk kozotti a-1,4 kotések kialakitasara képes, ehhez
aktivalt gliikozt hasznal szubsztratként. Két kiilonbozd izoformaja létezik az emberi
szervezetben. Az egyik izoforma a vazizomban fordul el nagy mennyiségben, a masik pedig
a majban. Az enzim majspecifikus izoformdja hét foszforildcios helyet tartalmaz [32].
Regulacidja az enzim szintézisével, foszforilacidval, defoszforilacidval, és allosztérikus
szabalyozas utjan torténhet. Szervezetiinkben a f6 reguléatora a gliikoz-6-foszfat [33].

A GS szabalyozéasa ellentétes a glikogén-foszforilazhoz (GF) képest. Defoszforilalt
allapotban a GS aktiv (GSa), foszforilalt allapotban inaktiv (GSb). In vitro szdmos kindz képes
foszforilalni: PKC, cAMP fiiggd PK, kazein kindz 1 és 2 [34]. A foszforilacié csokkenti az
enzim szubsztrat iranti érzékenységet, azonban az aktivitas allosztérikusan novelhetd, gliikoz-
6-foszfattal, amely hatdséara olyan konformaciovaltozas alakul ki az enzim aktiv centrumaban,
amely beinditja a glikogén szintézisét [33], és emellett olyan konformacio6 valtozas is 1étrejon,
amely elOsegiti a foszforilalt enzim defoszforilaciojat. Ezt az allosztérikus aktivalo hatast a

glikogén lebontésat eldsegitd hormonok (gliikkagon, adrenalin) gatoljak [35], [36].

2.2.2. Glikogenolizis és glikogén-foszforilaz

A glikogén lebomlasa alapvetéen a citoszolban torténik. A citoszolikus ut egyik
legfontosabb enzime a glikogén-foszforilaz (GF). A citoszolban, kiilondsen a vazizomban, a
glikogén-foszforilaz kb. 40%-a a szarkoplazmatikus retikulum (SR, az izomsejt
endoplazmatikus retikulum) membranjaihoz kapcsolodik. Glikogén-foszforilaz katalitikus
aktivitasat az enzim foszforilacids allapota szabalyozza. Az enzim foszforilaciojat a foszforilaz-
kindz (glikogén-foszforildz kindz) enzim katalizdlja. A foszforilaz-kindz aktivitidsat a
foszforilaci6 és egy Ca®"-kotd alegység, a kalmodulin szabalyozza. A glikogén-foszforilaz és a
felszabadulasat, €és a gyors glikogenolizist az izomsejtek aktivalasara.

Emldsokben a glikogén-foszforilaznak 3 izoforméja taladlhaté meg: m4j, izom, és agy
specifikus enzimek [37]. A kiilonb6zd GF izoformdk funkcidi azonosak, de szabalyozasuk
bizonyos hasonlésagok mellett szovet specifikus tulajdonsidgokat is tartalmaz. Legtobb
tudasunk a nyul vazizom GF vizsgalatan alapul. Normal koriilmények kozott dimer szerkezetti,
egy alegység 97500 molekulatomegii. A dimer forma alegységeit foként masodlagos kémiai

kotések tartjak ossze. In vitro tetramer formaban is eléfordulhat (magas enzimkoncentracional,
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AMP jelenlétében, vagy alacsony hémérsékleten). A koffein, a homérséklet-emelkedés, a
magas glikoz, glikogén és s6 koncentraci6 a dimer forma kialakulasanak kedvez. A
biologiailag aktiv glikogén-foszforildz homodimerként 1étezik. Mindkét alegységben talalhato
egy piridoxal-foszfat prosztetikus csoport, ¢s egy foszforilacios hely, amely az aktivitasért
felelos (Ser-14) [38]. A piridoxal-foszfat a katalizis szempontjabol esszencialis. Emellett
rontgenkrisztallografias vizsgalatokkal megallapitottak, hogy az enzim 5 ligandum-kotéhelyet
is tartalmaz: az aktiv centrum, a nukleotid kotéhely, az AMP kotohely, az indol kotohely és a

glikogén kotohely [39] (2. dbra).

aktiv centrum

AMP kothely == e )il O purin nukleotid

/ A8 TV kotdhely
iy

foszforilacios hely ~~ indol k&tShely

2. abra. A dimer glikogén-foszforilaz szerkezete és kotéhelyei [40]

A GF foszforilaltsaga alapjan harom egymasba alakithatd formaban 1étezhet. Foszforilaz
kinaz foszforilalja a GF N-terminalis alegységének Ser-14 aminosavjat ATP felhasznalasaval.
A b forma nem foszforilalt, dGnmagéaban nincs katalitikus aktivitasa, csak AMP vagy IMP
jelenlétében aktiv. Amennyiben a dimer enzim egyik alegysége foszforildlodik, ab forma

keletkezik, amely részben dnmagaban is aktiv, és az el6bb felsorolt aktivatorokkal tovabb
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fokozhat6 az aktivitasa. Teljes aktivitast a mindkét alegységén foszforilalt forma (GFa) mutatja
[41], [42].

A GF feladata foszforolitikusan lebontani a gliikozt a glikogén a-(1,4) kotéseinek
hasitdsaval. A reakcidé terméke a gliikoz-1-foszfat, és egy glikkdzzal rovidebb glikogén
molekula.

GF

Glikogénm +Pi ==  Glikogéng-1) + Gliikéz-1-foszfat

A foszforolitikus hasitasnak tobb eldnye is van. A glikogénbdl eltavolitott gliikoz aktivalt
allapotba keriil, azaz foszforildlva van, és ez ATP felhasznédldsa nélkiill megy végbe. Az
anorganikus foszfat (Pi) koncentracioja elég magas a sejtben ahhoz, hogy a reakcio egyensulyat
glikogén lebontas iranyba tolja el.

A keletkezett gliikkdz-1-foszfat nem képes kidiffundélni a sejtbol, igy a glikolizis
szubsztratjava valik (példaul izomsejtekben). A GF hatédsara keletkezé gliik6z-1-foszfatot
foszfo-glukomutaz alakitja 4t gliikoz-6-foszfatta [43]. A gliikdz-6-foszfat gliikozza torténd
atalakuldsa csak méjban, vesében és bélben megy végbe gliikoz-6-foszfataz segitségével, mivel
a gliikkdz-6-foszfatdz enzim nem fordul eld mas glikogént szintetizalo szovetekben (pl. vazizom
¢s agy). A vazizomban és agyban a glikogénbdl felszabadulo gliikkéz glikolitikus tton
oxidalodik. A majban a gliik6z-6-foszfataz legfontosabb szerepe, hogy szabad gliik6zt hoz 1étre

a vércukorszint allando szinten tartasa érdekében [43].

2.2.3. Glikogén-foszforilaz inhibitorai

A glikogén lebontas els6 1épésének enzime a GF, mely fontos szerepet tolt be a vércukor
szint szabalyozdsdban. Emiatt tobb kutatdcsoport tervezett vegyiileteket, melyek az enzim
gatlasan keresztiil csokkenthetik a vércukorszintet. Az enzimen 5 ligandum-kotéhely talalhato,

melyeken keresztiil a specifikusan tervezett molekulak gatolhatjak az enzim aktivitasat [44].

2.2.3.1. Aktiv centrum gatlészerei

Az enzim aktiv centruméhoz kapcsolodnak a szubsztratok, itt zajlik a katalizis. Ezért a
kutatok az enzim szubsztratjanak szerkezetét vették alapul, €s hasonlo szerkezetli molekulakat
terveztek, és szintetizaltak. Az enzim természetes inhibitora az aktiv centrumon keresztiil
kapcsolodo gliikkéz (a-D-gliikoz Ki=1,7 mM, B-D-gliikoz Ki=7,4 mM) [45]. Kutatdk a gliikoz

szerkezetét is felhasznalva jobb gatlasi 4llandoval rendelkezd gliikkoz-szdrmazékokat
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szintetizaltak, igy fedeztek fel egy tiohidantoin-szarmazékot, melynek gatlasi allanddja

alacsony puM-os tartomdnyba esik [46].

2.2.3.2. AMP kotohely

Az AMP az enzim allosztérikus aktivatora, kotddésével az enzim inaktiv formajaban
konformacio valtozas jon létre, amely megnyitja az aktiv centrumot [47] . GFa-hoz is
kapcsolddhat az AMP, tovabb ndvelve annak aktivitasat. Azok a vegytiletek, amelyek az AMP
kotohelyhez kapcesolodnak, leszoritjak az AMP-t, igy gatoljak az enzim mikddését. A kutatok
két dihidro-piridin szarmazékot is talaltak, amelyek az AMP kotohelyen keresztiil gatoljak az
enzim mikodését. Mindkét vegyiilet gatolta a gliikoz felszabadulast patkany majbol izolalt

primer majsejteken glilkagon hatésara [48], [49].

2.2.3.3. Nukleotid kotohely

Nukleotid koétéhelyhez kapcsolddd molekuldk is allosztérikusan fejtik ki a hatdsukat.
Legismertebb kapcsolédé molekula a koffein, melynek gliikdz jelenlétében 1 mM a gatlasi
allandoja [50]. Egy masik vegyiilet mely ide kotddik a flavopiridol, mindkét vegyiilet az enzim

apolaris csoportjaihoz kapcsolodik sajat apolaris aromas csoportjaik segitségével [51].

2.2.3.4. Indol kotohely

2000-ben azonositottak egy uj kotéhelyet a GF enzimen, melyhez egy mar kordbban
azonositott indolszarmazék kapcsolddott erdésen gatolva az enzimet. Az indol kotdhelyhez
heterociklusos, hosszabb oldallancot tartalmazé vegyiiletek kapcsolodhatnak [52]. A Pfizer cég
tobb vegyiiletet is azonositott, melyek ezen a kotéhelyen keresztiil gatoljak az enzim aktivitasat.
A vegyiileteket vizsgaltak, mint oralis antidiabetikus szereket. A klinikai vizsgéalatok soran a
vegyiiletek 3 ora alatt dozis fiiggden csokkentették a vércukorszintet, és novelték a glikogén

szintézist [53], ennek ellenére nem valt beliiliik klinikumban alkalmazott gyogyszer.

2.2.3.5. Glikogén kotéhely

Glikogén kotohelyen keresztiil kapcsolddik a GF a glikogén-granulatumokhoz. Ehhez a
kotdhelyhez kapcsolodd molekulak, alacsony gatlasi allanddval rendelkeznek. Ilyen vegyiilet

példaul a maltoheptadz (Ki= 1 mM) és a y-ciklodextrin (Ki= 7,4 mM) [54], [55].
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2.3. Gliikoz-transzporterek

Mar 1948-ban LeFevre [56] feltételezte, hogy a gliikoz a lipid kettdsrétegen vald
atjutasahoz egy specifikus komponensre van sziikség a sejtmembranban. 1950-es évek elején
Widdas [57] vivo, szallité altal segitett mechanizmust javasolt a juh placentan keresztiili
gliikoztranszport kinetikdjanak magyarazatara, de csak az 1970-es években bizonyitottak be,
hogy a gliikkdztranszportot egy a vordsvérsejt plazmamembranjaba agyazott fehérje végzi.
Emlds sejtekben a gliikkdz transzportjat a sejtmembranban taldlhatod gliikéz transzporterek
biztositjadk. A transzportereket szerkezetileg és funkciondlisan 2 tipusra oszthatjuk: gliikkoz
transzporterek (GLUT), melyek facilitalt diffuziéval mikodnek [58], és a natrium-gliikkdz ko-
transzporterek (SGLT), amelyek aktiv transzporttal mitkodnek, de nem ATP-t hasznalnak
energiaforrasként, hanem a koncentracid-gradiens ellenében natriummal kototten szallitjak a
gliikkézt [59].

A GLUT fehérjék legfobb facilitator fehérjék csaladjahoz (major facilitator superfamily,
MFS) tartoznak [60]. Jelenleg jéval tobb, mint 5000 tagot azonositottak ebben a
szupercsaladban. A GLUT fehérjecsalad 13 rokon tagjat azonositottdk human genomban [61].
A GLUT-ok megkozelitéleg 500 aminosavbol, 12 transzmembranon ativeld alfa-hélix
szegmensbdl, és egyetlen N-kapcsolt oligoszacharidbdl allnak. Harom kiilonb6z6é osztalyba
sorolhatok szekvencia-hasonlésagaik alapjan [62]. Testiink minden sejtjében megtalalhatoak.
Megkonnyitik a ,,glilkézenergia” fiiggetlen bejutdsat a sejtekbe, és kozel azonos gliikoz

koncentraciot hoznak 1étre a sejteken kiviil és beliil.

2.3.1. GLUT1

A GLUT1 az egyik legintenzivebben vizsgalt membran transzport fehérje. Ezen fehérjén
keresztiil torténd transzport mechanizmusarol, és kinetik4jarol az elmult évtizedekben sok szaz
tanulmany sziiletett [63]. Egy uniporter fehérje, amelyet a SLC2A1 gén kodol [64]. A gén 54,1
kDa méretli fehérjét kodol, amely 492 aminosavbdl all [65]. A GLUT1 megkonnyiti a gliikkéz
transzportjat az emlds sejtek plazmamembréanjain keresztiil [66]. Szinte minden szdvetben
eléfordul, az expresszid0 mértéke 4altalaban korreldl a sejt gliikdz metabolizmusanak
sebességével. Ez a fehérje az emlds vér-agy gat egyik f6 gliikoz transzportere, elsdésorban a
sejtmembranban és a sejtfelszinen talalhato [61]. Nagy mennyiségben fordul el6 vordsvérsejtek
membranjaban, ¢és a benne 1évo fehérjék kb. két szazalékat teszi ki. A glikkéz GLUT]1 altal
megkonnyitett diffuzidval jut a sejtbe, koriilbeliil 50000-szer nagyobb sebességgel, mint a

katalizalatlan transzmembran difftzidoval. A GLUTI részletes felépitése még nem ismert, de az
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egyik elfogadhat6 modell azt sugallja, hogy fehérje szerkezete egy hidrofil csoportokkal bélelt
transzmembran csatorndt eredményez, amely hidrogén-kotéssel képes kotni a gliikkédzt,
mikdzben az a csatornan halad keresztiil [67]. A GLUT1 gén mutacioi felelések a GLUT1
hianyért, és ebbdl kialakulo betegségért, amely ritka autoszomalis dominans rendellenességek
[68], melyeket a cerebrospindlis folyadékban alacsony gliikkdz koncentracid
(hypoglycorrhachia) jellemez, amely egyfajta neuroglikopénia, amely a vér-agy gaton torténd

gliikoz transzport karosodasabol szarmazik.

2.3.2. GLUT2

A GLUT2 fehérjét az SLC2A2 gén kodolja [69]. A GLUT2-nek egyediilalléan magas a
Kwm-értéke gliikkdzra nézve (17 mM), és nagyon magas szinten expresszalodik a hasnyalmirigy
béta-sejtjeiben, valamint a bél- és vese hamsejtjeinek bazolaterdlis membranjaiban és a
hepatocitdkban [70]. A vércukorszint ndvekedése valtja ki a hasnyalmirigy béta-sejtjeiben az
inzulin szekréciot, a hepatocitdkban pedig a glikolitikus és lipogén gének expresszidjat. A
hepatocitakban a gliikozszenzitiv gén expressziod szabalyozasat. A génmodositott egerekkel
végzett vizsgalatok azt mutattdk, hogy a GLUT2-re a hepatoportalis véna teriiletén, és a
kozponti idegrendszerben jelenlévd gliikkdz-szenzorok mitkodéséhez is sziikség van. Ezek a

crer

periférias szovetek gliikozfelvételét [71].

2.3.3. GLUT3

A GLUTS3 [72] a f6 neuronalis gliik6z transzporter, jelen van mind a dendritekben, mind
az axonokban ¢és az SLC2A3 gén kodolja. Expresszids szintje az agy kiilonb6zd régidiban
korreldl az adott teriilet gliikoz felhasznalasaval. A GLUT3 magas affinitassal rendelkezik a
gliikozra nézve (Km=1,5 mM). A GLUT3 magasabb affinitassal rendelkezik a gliik6zhoz, mint
a GLUTI, 2 vagy 4, és legalabb 6tszor nagyobb szallitasi kapacitassal rendelkezik, mint a
GLUTI ¢és a GLUT4, ami kiilonosen jelentds az idegsejtek gliikkdz transzportjaban jatszott
szerepe szempontjabol, ahol az idegsejteket koriilvevd kornyezeti gliikkozszint 1-2 mM, ami
kortilbeliil 6tszor alacsonyabb, mint a szérumban, ahol a gliikkdzszint 5-6 mM [72]. A GLUT3
limfocitdkban, monocitdkban/makrofagokban és vérlemezkékben is expresszalodik. Ezekben a

sejtekben az intracellularis vezikuldkban van jelen, amelyek a sejtek aktivalasakor
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transzlokdlodhatnak, és fuziondlnak a plazmamembrannal a fokozott gliikkozfelvétel és

anyagcsere biztositasanak érdekében.

2.3.4. GLUT4

SLC2A4 gén altal kodolt fehérje. A GLUT4 egy inzulin altal szabalyozott gliikdz
transzporter, amely elsdsorban a zsirszovetekben és a harantcsikolt izmokban (vaz és sziv)
talalhaté meg. Az elsé bizonyitékot erre a kiilonallo gliikkdztranszport fehérjére David James
szolgaltatta 1988-ban [73]. A sejtfelszinen 1évé GLUT4 lehetéveé teszi a keringd gliikoz
konnyebb bejutasat a koncentracié gradiens segitségével az izom- €s zsirsejtekbe. A sejtekbe
juto gliikozt a majban a gliikokinaz, mig mas szovetekben a hexokinaz gyorsan foszforilalja,
hogy gliik6z-6-fosztatot képezzen, amelybdl ezutan glikogénné szintetizalodik, vagy bekeriil a
glikolizisbe. A gliikoz-6-foszfat nem diffundélhat vissza a sejtekbdl, ami a gliikkoz
koncentracio-gradiensének fenntartasat is szolgalja. GLUT4 mennyisége vazizomsejtekben
testmozgas vagy izomosszehtizodéas kovetkeztében is megndhet [74]. A GLUT4-et hordozo
vezikuldk transzferrin pozitivak vagy negativak, és kiilonboz6 ingerek serkentik a
kialakulasukat. A transzferrin-pozitiv GLUT4 vezikuldk izomosszehuzodéassal, mig a
transzferrin negativ vezikulak inzulin stimulacidval és testmozgéssal aktivalodnak [75], [76].
A szivizom kissé eltér a vazizomtol, erre egyik példa, hogy nyugalmi allapotban inkabb
zsirsavakat hasznal energiaforrasként. Amint a szivizom aktivitdsa novekszik, és gyorsabban
kezd pumpalni, a sejtekben né a gliikkdz oxidaciojanak a sebessége [77]. A szivizomban a
GLUTI1 és GLUT4 mRNS-szintjének vizsgalata azt mutatja, hogy a GLUT1 nagyobb szerepet
jatszik a szivizomokban, mint a vazizmokban [78], de a GLUT4 azonban tovabbra is a gliikoz
elsddleges szallitdja a szivizomban [79].

A zsirszOvet egy energiaraktar az anyagcsere homeosztazisanak megorzése érdekében.
Testiink gliikoz formajaban veszi fel az energiat, melynek egy részét felhaszndalja, a maradékot
pedig glikogénként (elsdsorban a mdajban, az izomsejtekben) vagy trigliceridként a
zsirszovetben tarolja [80]. Kimutattdk, hogy a gliikozbevitel és az energiafelhasznalas
egyensulyanak megbomlasa a zsirsejtek hipertrofidjadhoz, ¢és az elhizdshoz vezetd
hiperplaziahoz vezet [81]. Ezenkiviil az adipocitakban talalhato GLUT4-et kodold gén mutécioi
szintén megndvekedett GLUT4 expresszidhoz vezethetnek a zsirsejtekben, ami lehetové teszi
amegndvekedett gliikoz felvételt, és ebbol kialakuld zsirszintézist. Amennyiben a GLUT4 nagy
mennyiségben expresszalodik, akkor megvaltoztathatja a tapanyagok eloszlasat, és a felesleges

gliikézt eljuttatja a zsirszovetbe, novelve a zsirszovet tomegét [81].
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A GLUTH4 transzportereket alacsony vércukorszint mellett a sejtek vezikulakban taroljak
a citoplazmaban, amelyek inzulin hatasara helyezddnek ki a sejtmembranba. Az inzulin a
hasnyalmirigy béta sejtjeiben termelddik, €s raktarozodik, amig megndvekedett vércukor-
koncentracio6 hatasara véraramba nem keriil (3. dbra). A vérben 1évo gliikoz GLUT segitségével
bejut a béta-sejtbe, melyet a gliikokinaz foszforilal, és a glikolizis eredményeként piruvat
képzddik beldle. Ez a citromsav-ciklus aktivitdsanak novekedéséhez vezet a
mitokondriumokban, amelynek révén az adenozin-difoszfait (ADP) atalakul adenozin-
trifoszfattd (ATP), mely az ATP-érzékeny kaliumcsatornak zarddasat, a membran
depolarizacios hullamat, és a fesziiltségtdl fliggd kalciumcsatornak ezt kovetd aktivalodasat
okozza [82]. A kalcium bejutasat a sejtekbe vezikuldk membranfuzidja koveti, amelynek
eredményeként a sejtekben a vezikuldkban tarolt inzulin felszabadul a véraramba [83]. Mas
tényezOk is szerepet jatszanak az inzulin elvalasztdsban, az adrenalin (a2) gatlo, a
glukagonszerti peptid 1 (GLP-1) és az acetilkolin (mACh) serkentdé hatasu. [82]. A
megnodvekedett inzulinszint hatasara a vezikuldkban tarolt GLUT4 gyorsan beépiil a zsir és a
harantcsikolt izom sejtek membranjaba, ezaltal megnovelve a gliikozfelvételt a sejtekben.
Alacsony vércukorszint elérése utdn a GLUT4 endocitézissal ujra vezikulakba zarva
visszakeriil a citoplazmaba, igy a vérben 1évo gliikoz azon sejtek rendelkezésére fog allni,
amelyeknek nagyobb sziikségiik van ra [80].

GLP-1 mACh
receptor receptor

N

Gliikoz

GLUT-2

Gliikoz

Proinzulin gén
lGliikokimiz
Gliikoz-6-foszfit —————— } ‘ a,
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mRNS

Piruvat
1 ADP

Inzulin
vezikulak
(@]
Illll;lill exocitozis 80_
T —
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Mitokondrium l ’
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ATP-érzékeny Depolarizalodas Fesziiltségfiiggd
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!
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3. dbra. Inzulin felszabadulasa a B-sejtekben [82]
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2.3.5. GLUTS

A GLUTS egy fruktéz transzporter, amelyet SLC2AS5 gén kodol [84]. Az enterocitak
apikalis hataran expresszalodik a vékonybélben [61]. A GLUTS lehetdvé teszi a fruktdz
bejutdsat a bél lumenbdl az enterocitakba, megkonnyitve a diffuziot, mivel a fruktéz magas
koncentracioban van jelen a bél lumenében. A GLUTS expresszalodik még a vazizomban [85],

a herében, a vesében, a zsirszovetben €s az agyban is [86].

2.3.6. Natrium-gliikoz kotranszporter (Sodium-Glucose Cotransporter, SGLT)

SGLT-k a membranfehérjék egyik nagy csaladjat alkotjak, amelynek gliikoz,
aminosavak, vitaminok, és egyes kiilonféle ionok transzportja a feladata az apikalis membranon
keresztiil a sejtekbe. Az SGLT-knek hat humén izoformé4jat kiillonboztetjiik meg (2. tablazat)
[87].

2. tablazat. Az SGLT1 és az SGLT?2 szoveti expresszidja és biokémiai tulajdonsagai:

Eléfordulas Funkcio
SGLTI bél, 1égcso, vese, sziv, agy, gliikoz / galaktoz
here, prosztata transzporter
SGLT2 vese, maj, pajzsmirigy, gliikoz transzporter
1zom, Sziv
SGLT3 bél, here, méh, tiido, agy, gliik6z szenzor
pajzsmirigy
SGLT4 bél, vese, méaj, agy, 1égcsd, | manndz /1,5-anhidro-D-
tiidd, méh, hasnyalmirigy glicitol / fruktoz
transzporter [88]
SGLTS vese, agykéreg fruktdz transzporter [89]
SGLT6 gerincveld, vese, agy mio-inozitol / gliik6z
transzportere [90]

Ezek a transzporterek a gliikozt és a natriumot egyiittesen szallitjak a sejtekbe natrium
koncentracio-gradiens ellenében [91]. Koziiliik az SGLT 1 (gén neve: SLC5AT1) és az SGLT2
(gén neve: SLC5A2) a legjobban ismert, mivel kulcsszerepet jatszanak a gliikkoz €s a natrium
transzportjaban a bél ¢és vese hamsejtjeinek membranjan keresztiil [92]. A vékonybélben a
glilkéz bearamlasat a hamsejtekbe az apikalis membranban elhelyezkedé SGLT1 segiti, majd a
gliikoz a bazolateralis membranban taldlhatdo GLUT?2 1tjan a keringésbe aramlik. Ezen kiviil a

GLUT ¢és az SGLT a vese tubuldaris sejtjeiben is egyiitt miikddik. SGLT szallitja a gliikozt az
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apikalis membranon keresztiil a tubuléris sejtekbe, majd a GLUT juttatja a bazolateralis

membranon at a vérkeringésbe (4. abra) [93].

Vese proximalis tubulus (S1)

A
Intersticidlis tér Hamsejt Lumen
GLUKOZ GLUKOZ GLUKOZ
Na' Na*
Na*
B Vese proximalis tubulus (S3)
Intersticidlis tér Hamsejt Lumen
GLUKOZ GLUKOZ GLUKOZ
2 Na' Na'/K! 2 Na*
ATPaz
2 Na*
Vékonybél
C
Intersticidlis tér Hamsejt Lumen
GLUKOZ GLUKOZ GLUKOZ
2 Na' 2 Na*

Na*/K'
ATPaz

2 Na*

4. dbra. SGLT1, és SGLT2 legfontosabb eléfordulasa az emberi szervezetben

A: Vese proximalis tubulus S1 szegmens; B: Vese proximalis tubulus S3 szegmens; C: Vékonybél
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Amig a GLUT-ok azonossa teszik a plazmamembran mindkét oldalanak a gliikkoz

crer

kiilonbozd gliikkdéz koncentraciot létrehozni a membran két oldala kozott, mert a natrium

gradiens a hajtoereje a glikoz felvételének [59]. Az SGLT1 a vékonybélben gliikoz

rrrrr

3. tablazat. Az SGLT1 és az SGLT2 szoveti expresszioja és biokémiai tulajdonsagai:

SGLTI SGLT2
Eléfordulas leginkdbb a vékonybélben | féként vesében
kis részben vese, sziv, agy
Elhelyezkedés a vesében proximalis  tubulus  S3 | proximalis tubulus S1 és
szegmense S2 szegmense
Monoszacharid szelektivités gliikéz = galaktodz gliikéz > galaktoz
Natrium/gliikdz sztochiometria | 1:2 1:1
Gliikéz affinitas magas (0,5 mM) alacsony (2 mM)
Gliikéz transzport kapacitas alacsony magas

Figyelembe véve az SGLT1 ¢és az SGLT2 ¢élettani funkcioit, ésszerlien a
gyogyszerkutatasok célpontjai lettek. 1987-ben arrol szamoltak be, hogy a florizin (5. dbra),
mely SGLT1 és SGLT2 természetben el6forduld inhibitora, egy tanulmény szerint enyhiti a
cukorbetegség tiineteit hasnyalmirigy eltavolitason atesett patkdnyokban [94]. A florizin egy
fitokémiai anyag, amely a polifenolok osztalydba tartozik. Természetes forrasokban
eléfordulhat mas polifenolokkal, példaul kvercetin, katechin, epikatechin, procianidinek és
rutin. A florizin elsésorban éretlen almaban [95], illetve nyomokban eperben is megtalalhatd
[96]. A florizin az alma vegetativ szOveteiben (példaul levelekben és kéregben), és magvaiban
talalhatd meg a legnagyobb mennyiségben. Florizin szdjon at torténd adagolasa sordn a
tapcsatornankban taldlhatd gliikkoziddz enzimek hatasara elhidrolizal, aglikonnd és floretinné
[97]. Emiatt a kutatok a florizin szerkezetét is alapul véve olyan molekuldkat kezdtek el
szintetizalni, amelyek jo gatlészerei az SGLT2 fehérjének, ¢és nem hidrolizalnak el a
tapcsatorndban. A kutatdsok eredményeként tobb vegyliletet is szintetizaltak, amelyek mar

forgalomban is vannak, mint SGLT2 inhibitorok (4. tablazat) [98].
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5. dbra. A florizin szerkezete [99]

A tobbi SGLT-hez hasonloan az SGLT3 (génnév: SLC5A4), is megtalalhat6 a bélben,
1épben, majban, vesében, vazizomban és kolinerg neuronokban, de nem funkcionalis natrium-
gliikoz transzporter, hanem gliikdz-szenzorként miikodik a kolinerg idegsejtek membranjaban
[100].

Az SGLTA4, 5, 6-r6l jelenleg csak kevés informacio all rendelkezésiinkre. SGLT4
(génnév: SLC5A9) a vékonybélben, a vesékben, a majban, a tlidében, az agyban, a 1égcsében,
a méhben ¢és a hasnyadlmirigyben, az SGLTS5 (gén név: SLCS5A10) foleg a vesékben
expresszalodik, és az SGLT6-t (génnév: SLC5AI11) alacsony affinitast D-gliikoz
transzporternek tekintik a vékonybélben. Ezen SGLT-k fizioldgiai szerepe még kevéss¢ ismert

[101].

2.3.6.1. Natrium-gliikoz kotranszporter 1 (SGLT1)

A fehérjét 1987-ben expresszios klonozassal fedezték fel [102]. Az SGLT1 fehérje 662
aminosavbol épiil fel, 14 alfa-hélixbol all, és mind az N-, mind a C-termindlis vége a
plazmamembran extracellularis oldalan helyezkedik el [103]. Az SGLT1 fehérje részt vesz a
gliikoz ¢s galaktoz facilitalt szallitasaban az eukaridta és a prokariota sejtekben. Az SGLTI
feladata a gliikkdz és a galaktoz felszivasa a vékonybélben [104], emellett a gliikdz és a
natriumionok reabszorpcidja a nefron tubulusabol [105]. Kis mennyiségben még a szivben ¢€s
az agyban is eléfordul (3. tablazat).

Egyes feltételezések szerint a fehérje tartalmaz protein kindz A (PKA) és protein kinaz C
(PKC) foszforilacios helyeket, amelyek foszforilacioval szabdlyozzdk a miikodését [106].
Emellett Xenopus petesejteken végzett vizsgalatok kimutattak, hogy az SGLT1 altal kozvetitett
gliikkéz transzportot a szérum és a gliikkokortikoidok altal indukalhat6 kinaz 1 (SGK1) fokozza
[107]. Egy masik tanulmany szerint az AMP-aktivalt protein-kindz (AMPK) aktivalasa noveli

crer
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2.3.6.2. Natrium-gliikoz kotranszporter 2 (SGLT?2)

A fehérjét 1994-ben homolog szkrineléssel (homology screening) azonositottak [109]. Az
SGLT2 fehérje 672 aminosavbol all, N- és C-terminalis vége extracellularis [110]. Humén
SGLT2 Kwm-értékei glilkdézra 2 mM, és natriumra 25 mM, emellett az SGLT1-t6] eltéréen az
SGLT2 alacsony affinitdsu, nagy kapacitasu gliikéz transzporter [111]. Az SGLT2 féként
ragcsalok és emberek veséjében expresszalodik, de kis sgtaldlhato [112]. Ezen kiviil az SGLT2
[113]. Az SGLT2 az emberek és ragcsalok veséjének proximadlis tubulusainak S1 és S2
szegmensének luminalis membranjaban lokalizalodik (4. dbra), mig az SGLT1 az S3 szegmens
luminalis membranjaban helyezkedik el [114]. Az SGLT2 els6dleges feladata a gliikoz-
reabszorpcidja a nefronokban [115].

Az SGLT?2 &ltal végzett transzportra szamos molekularis szabalyozas, beleértve a protein
kindzokat, fejti ki hatasat. Egy tanulmany szerint protein-kinaz A (PKA) aktivacio 225%-kal,
illetve a protein-kinaz C (PKC) 150%-kal novelte a gliikozfelvételt az SGLT2-t expresszalo
human embrionalis vesesejtekben [115]. A PKA-medialt hatds Osszefiigghet a membranban
megnovekedett vezikula-fuzido sebességgel, azonban a PKC-kozvetitett hatasra még nem
talaltak mechanizmust. Rendlis sertés sejtvonalban az interleukin 6, és tumor nekrozis faktor
fokozta az SGLT2 transzkripcidjat, ¢és fehérje expressziojat [116]. Hasonloképpen, a
transzformalé novekedési faktor B1 foszforilacioja (transforming growth factor f1) és asmad3
transzkripcids faktor downstream szabalyozasa megemelte az SGLT2 szintjét huméan vese

proximalis tubulus sejtekben [117].

2.3.6.3. SGLT1 és 2 funkcidja a vesében

Vesében az SGLTI és az SGLT2 tovabbitja a proximalis kanyarulatos csatorna apikalis
membranjan keresztiil a gliikozt a sejtek belsejébe, majd a glikoz a GLUT1 és GLUT2
transzportereken keresztiil tavozik a bazolaterdlis membranon at [118]. Euglikémia (artérids
vércukor koncentracio 5,5 + 0,5 mmol/l) esetén a filtralt gliikdz visszaszivasat 80% vagy annal
felelos [119]. Elobbiek mellett, a gliikdz és a natrium ardnya is kiilonbozik a két transzporter
kozott: az SGLT2 1:1 ardnyban, mig az SGLT1 1:2 aranyban szallitja a gliikdzt és a natriumiont
(3. tablazat) [111].

A transzport mechanizmusa (6. dbra) a kovetkezd: az SGLT alapallapotban a membran

kiils6 oldala felé nézd konformacidval rendelkezik nyitott receptorokkal, eldkészitve a
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nétriumion(ok) és gh'ik(')z egyidejﬁ megkétését. Bekotddés utan a transzporter konforméciéj a

''''''

------

nézd konformacios allapotba, és készen 4ll ujabb natriumion(ok) és gliikkoz megkotésére [120].

AN

Membran
Kiilso oldala

5

Membran
Belso oldala

)

§§§§§§§§§ﬁ§§§

Membran
Kiilso oldala

§§§§§§§§§§

Membran
Belso oldala

6. dabra. SGLT fehérjék transzportmechanizmusa [121]
G: Gliikoz, Na*; Natriumion(ok);

SGLT1 esetében 2 natriumion, SGLT2 esetében 1 natriumion vesz részt 1 transzport ciklus alatt.

Amikor az SGLT2 farmakologiai gatlasat idézziik eld, a gliikoz mennyisége megnd a
proximalis tubulus disztalis részében, és ekkor az SGLT1 probalja kompenzalni a gliikkoz
reabszorpcidjat. Ezért az SGLT2 gatlokkal kezelt euglikémids emberek frakcionalt gliikoz-
reabszorpcidja csak 40-50%-ra csokken [122], és euglikémids SGLT2 knock-out egerekben a
frakcionalt gliik6z reabszorpcid atlagos érteke 36% [123]. Vad tipusu egerekben az SGLT2
inhibitor, empagliflozin (4. tabldzat), dozis fiiggden novelte a vizelettel kivélasztott gliikkoz
mennyiségét, mikozben a dozis-valasz gorbe balra tolddott, €s knock-out egerekben maximalis
valasz megduplazodott [119]. Az SGLT1 kompenzald hatasat SGLT2 inhibitorral kezelt vad
tipusu egereken, ¢s kettds K.O. egereket kontrollként hasznalva vizsgaltak [124]. SGLT1 K.O.
egerekkel végzett vizsgalatok is igazoltak [119]. A tartos hiperglikémia az SGLT?2 traszport

kapacitasanak tallépését idézi eld, igy nd a gliikdéz-koncentracid a proximalis tubulus disztalis
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részében, és fokozodik az SGLT1 altal kozvetitett gliikkoz reabszorpcidja. Az SGLT1 gliikoz
reabszorpcid fenntartd képessége, és kompenzald hatasa figyelemre mélto fizioldgiai funkcid
szempontjabol. 1-es €s 2-es tipusu diabéteszes allati modellekben a vese SGLT2 szintje
megemelkedett [125], mig a vesében talalhato SGLT1 szintekre az eredmények
ellentmondasosak.  Sztreptozotocinnal (STZ) indukalt diabéteszes patkanyokban
megnovekedett SGLT1 mRNS- és fehérjeszintézist mutattak ki a vesekéregben [126]. Emellett
novekedett a rendlis SGLT1 mRNS expresszio a ZDF patkanyokban [127]. Ob/ob egerekben a
renalis membranban az SGLT1 fehérje szintje megemelkedett [128]. Euglikémias allapotban
az SGLTI és SGLT2 tulajdonséagai a vese gliikoz reabszorpcidjara vonatkozdan jol ismertek;
de diabéteszes allapotban a tulajdonsagaik tovabbra sem tisztdzottak. Ezért kiillondsen a vese

SGLTI szabalyozéasanak teljes megértése a jovo szempontjabol kulcsfontossagu.
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2.4. SGLT?2 inhibitorok

A jelenlegi anti-hiperglikémids szerek a 2-es tipusu diabétesz patofiziologiai
rendellenességeit célozzak meg, ideértve az étvagyszabalyozast, a tdpanyagok felszivodasat és
kivalasztasat. Szamos jol ismert mechanizmussal rendelkezd hipoglikémids szer all
rendelkezésre. Ha egyetlen szer alkalmazasaval nem érhetd el megfeleld eredmény, akkor
kombinalt terapia ajanlott tobbféle hatasmechanizmusu gyogyszer alkalmazasaval [129]. A
hipoglikémids gydgyszerek hasznalatdnak ellenére a cukorbetegeknél a glikémias kontroll
tovabbra is problémat okoz, ezért uj gyogyszerek kifejlesztésére van sziikség a halalozasok, a
szovodmények csokkentése és az életmindség javitasa érdekében. A kombinalt terapidkon tal a
gyogyszertervezeés 1) megkozelitése a kettds vagy tobb célponta vegyiiletek keresése, amelyek
tobb biologiai makromolekuldra is hathatnak. A 2-es tipusu diabétesz Osszefiiggésében
nemrégiben feliilvizsgaltdk az ilyen tobbcélu gyodgyszerek kifejlesztését [130].

A forgalomban 1évé a legijabb antidiabetikus gyogyszerek a natrium-fliiggd gliikdz
kotranszporter 2 (SGLT2) inhibitorok, amelyeket 6sszefoglald néven gliflozinoknak hivnak
[131], [132]. A gliflozinok csokkentik a gliikéz rendlis felszivodasat, novelik a gliikkoz
gliflozinokat a florizin természetben el6fordulo, régota ismert hipoglikémids hatasai alapjan
fejlesztették ki [99]. Jelenleg hét forgalomban 1évé SGLT2 gatld all rendelkezésre oralis
antidiabetikumokként a 2-es tipusu cukorbetegségben val6 alkalmazésra [135], amelyeket a 4.

tablazat tartalmaz:
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4. tablazat. Forgalomban 1évé és klinikai vizsgalat alatt all6 SGLT1 és 2 inhibitorok

Képlet:

Vegyiilet név:

Készitmény

név:

Engedélyezés

éve

ICso értékek®
[136])

SGLT1/SGLT2
Szelektivitas [136]

HO

OH Cl OEt
(0]
HO
OH

dapagliflozin

Farxiga

2014

SGLTI:
1300 nM
SGLT2:
1,1 nM

1200

OH cl op
HO 0 C] C]
HO o
OH

empagliflozin

Jardiance

2014

SGLTI:
700-1000 nM
SGLT2:

3,1 nM

2500

OH
HO o) O I
HO s

kanagliflozin

Invokana

2013

SGLTI:
906,4 nM
SGLT2:
2,2 nM

413

ipragliflozin

Suglat

2014

SGLTI:
18,796 uM
SGLT2:
7,4 nM

254

luseogliflozin

Lusefi

2017

SGLTI:
3990 nM
SGLT2:
2,3 nM

1650

ertugliflozin

Steglatro

2017

SGLTI:
1960 nM
SGLT2:
0,877 nM

2000

tofogliflozin

Apleway,

Deberza

2014

SGLTI:
8444 nM
SGLT2:
2,9 nM

2900

szotagliflozin

Zynquista

II1. fazis

SGLTI:
1,8 nM
SGLT2:
36 nM

20

mizagliflozin

(KWA 0711)

1I. fazis

SGLT1:
27 nM
SGLT2:
8181 nM

0,0033

H

/
Sy
H

KGA-2727

SGLTI:
97,4 nM
SGLT2:
13636 nM

0,00714

* azon inhibitor koncentracio, amely 50%-kal gatolja az enzim aktivitasat
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A gliflozinokat 6nmagaban, vagy mas oralis antidiabetikus gyogyszerekkel kombinalva
alkalmazzak. A gliflozinok eltéré6 SGLT2 szelektivitassal rendelkeznek, hiszen az SGLT1-et is
gatoljak. Az SGLT1/SGLT2 szelektivitas 1000-szeres vagy annal magasabb a dapagliflozin, az
empagliflozin, a luseogliflozin, ertugliflozin és a tofogliflozin esetében, mig a kanagliflozin és
az ipragliflozin szelektivitasa alacsonyabb, 410- és 250-szeres [137].

Mizagliflozin, ¢és a KGA-2727 (4. tablazat) az SGLTI1 szelektiv gatloszerei
SGLT2/SGLT1 szelektivitasuk 303, és 140-szeres. A mizagliflozin nem mint lehetséges
antidiabetikum, hanem a székrekedéssel jard problémék enyhitésére alkalmazott gydgyszer
jutott el a klinikai tesztek 2. fazisaig. Ez valdsziniileg a vékonybél traktusaiban talalhatoé nagy
mennyiségli SGLT1 gatlasara vezethet vissza, mivel a vegyiilet az egyik nagyon hatasos
szelektiv SGLT1 inhibitor. A mizagliflozin orélis adagoldsa megnovelte a széklet nedves
tomegét loperamid altal kivaltott székrekedés kutyamodellben, és alacsony rosttartalmu étrend
okozta székrekedés patkdny modelljében [138]. A KGA-2727 antidiabetikus hatékonysagat
tanulmanyoztak ragcsalé modellekben. Normal patkdnyokkal végzett abszorpcids tesztben a
KGA-2727 gatolta a gliikoz felszivodasat, mig a frukt6zét nem. Sztreptozotocinnal indukalt
diabéteszes patkanyokkal végzett oralis gliikoz tolerancia teszt soran a KGA-2727 csokkentette
a plazmaban a gliikozszint emelkedését a gliikkoz adagolasa utan [139]. ZDF patkanyokon
KGA-2727-tel végzett 48 napos kezelés csdkkentette a plazma glikoz ¢és gliikozilalt
hemoglobin szintjét. Tovabba a KGA-2727 megdrizte a glilkéz altal stimuldlt inzulin
szekréciot, és csokkentette a vizelet gliikoz kivalasztasat a hasnyalmirigy-szigetek €s a vese
disztalis tubulusainak morfolégiai valtozdsainak javulasaval ZDF patkanyokban vizsgalva.
Ezenkiviil a KGA-2727 kronikus alkalmazésa novelte a portalis vénaban a glukagon-szerii
peptid-1 szintjét [139].

A szotagliflozint, az SGLT2 ¢és az SGLTI1 kettds inhibitordt az FEuropai
Gyogyszeriigynokség (EMA) jovahagyta, az Amerikai Elelmiszer- és
Gyodgyszerengedélyeztetési Feliigyelet (FDA) azonban még nem engedélyezte, mint az inzulin
kiegészitdje az 1-es tipusu cukorbetegség kezelésében [140]. A gyodgyszer kettds hatasu,
tompitja ¢és késlelteti a glikéz felszivodasat a gyomor-bél traktusbol, és a gliikodz
visszaszivodasat a vese proximalis tubulusaban. Az 1-es tipusu diabéteszben szenvedd betegek
kettés klinikai vizsgéalati programjanak III. fazisdban a szotagliflozin optimalizalt
inzulinkezelés kiegészitéseként klinikailag jelentésen csokkentette a HbAlc szintet, de a
diabéteszes ketoacidozis gyakrabban eléfordult, mint a kontroll csoportban.

Preklinikai vizsgéalatokban, diabéteszes allatmodellekben az SGLT2-inhibitorok

csOkkentették az ¢homi és nem ¢homi vércukorszintet, a HbAlc szintet, a vérnyomast ¢€s
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javitottak a gliikoz tolerancidt [141], [142]. Az SGLT2 gatloészerekkel [143]-[145] végzett
metaanalizisek kimutattdk, hogy a gliflozinokkal kezelt 2-es tipusu diabétesszel, sziv- és
érrendszeri betegséggel rendelkezok korében csokkent a halalozas, a korhazi apolas ideje és
barmilyen mas okbdl bekovetkezett haladlesetek szdma, abban az esetben, amikor a vizsgalati
gyogyszerrel kiegészitették a megszokott rutin ellatast [146]. A legfrissebb tanulmanyok arrol
szamoltak be, hogy az SGLT2 inhibitorok vesevédé hatassal rendelkeznek diabéteszes
nefropatids allat modellekben [147], és ezt a vesevédd hatasat klinikai vizsgalatokban is
igazoltak [148]. Ennek az lehet a hatdsmechanizmusa, hogy az SGLT2 gatlas noveli a disztalis
tubulusban a natriumion mennyiségét, mert gatolja a natriumion felszivodasat a proximalis
tubulusban. Ennek eredményeként aktivalodik a tubuloglomerularis visszacsatolas a macula
densa-n keresztiil, és ez lehetové teszi az afferens arteriola 6sszehtizédasat, igy normalizalja a
glomerularis szlirési sebességet [148]. Azonban, sulyos szovédménye a cukorbetegségnek az
alacsony inzulinszint okozta diabéteszes ketoacidozis, amely életveszélyes is lehet.
Ketoacidozis ritkan eléfordulhat azoknal a betegeknél is, akik valamilyen gliflozin kezelést
kaptak a magas vércukorszintjiik csokkentésére. Ezen esetek egy részében ugy alakult ki a
ketoaciddzis, hogy a betegek vércukorszintje nem volt olyan magas, mint vartak [149]. Az

EMA ¢és az FDA ajanlasokat tett kozz¢ a diabéteszes ketoacidozis kockazatanak minimalizaldsa

érdekében SGLT2 inhibitorokkal kezelt betegeknél.

Kémiailag a mar engedélyezett gliflozinok kémiai szerkezetiiket tekintve C-
gliikopiranozil-arilmetil-(het)arének. A florizin farmakodinamikai ¢és farmakokinetikai
tulajdonsagainak javitdsa érdekében, szamos szerkezet-aktivitas Osszefliggést vizsgaltak a
vegyiilet alapvazdnak modositasaival. Ennek eredménye lett szamos O- és N-glikozid vegyiilet,
melyek koziil végiil C-glikozil szerkezet lett a legmegfelelobb [133], [150], [151]. Miutan
véletleniil felfedezték a glikozil- és benzil-csoportok rendkiviil elényds meta elhelyezkedését a
proximalis aromds gytlrtn [152], ez az alapvaz valt a tovabbi szerkezet-aktivitas dsszefliggést
vizsgald kisérletek vezetd strukturdjava, melyen a cukorrész, az aromds gylriik, és kozottiik
levd metilén-hid cseréjével, modositasaval vizsgaltdk az ujonnan szintetizalt molekuldk hatasat

[133], [153], [154].
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kevés heterociklusos
vegylletrészlet: (tiofén, pirrol,
tiazol, piridin, piridazin, pirazin)
enyhén vagy nagyban hatranyos

orto-OH
szubsztituens:

hasznos

SZamos

hasznos
szubsztituens
és
heterociklusos
vegylletrészlet

OH
HO O
HO

OH
190 nM (>50) B 623 nM (>13)

A szubsztitualatlan A és B anyavegyuletek IC50 értékei human SGLT2-vel
szemben (szelektivitas SGLT2 / SGLT1)

OH proximalis  disztalis

7. Abra. Szerkezet-hatas osszefiiggés vizsgalat célcsoportjai A és B anyavegyiileteken [144]

Mig a disztalis aromas csoport cser¢jét kiterjedten vizsgaltak [134], [153], [154],
amelynek eredménye a mar forgalmazott kanagliflozin és ipragliflozin lett. Kevesebb
tanulmany foglalkozott a proximalis benzol egység heterociklusos vegyiilettel torténd
helyettesitésével (7. abra) [134]. Az ismert szerkezetek koz¢é tartoznak a tiofén [155]-[157], a
pirrol [155], a tiazol [158], a piridin [155], a piridazin [158] és a pirazin [155] gytrik, amelyek
ICso értékeik alacsony nM-tdl alacsony uM tartomdnyig megtalalhatéak. Az ICso értékek
erésen fiiggnek a heterociklusos csoporttol. A fenolos OH-csoport bevezetése a proximalis
gylrii orto-helyzetében tobb esetben is elonydsnek bizonyult, kiemelve a hidrogénkotés-kotést

alkoto6 csoport lehetséges szerepét ebben a régidban [155], [159]-[163].

OH OH
HO O HO &
HO HO

OH A koztik vannak OH B
Het: glikogén- Het:
1,2,4- és 1,3,4-oxadiazol, foszforilaz tiazol. imidazol
1,2,3-triazol, pirimidin, inhibitorok 1,2,3-triazol, 1,2,4-triazol

imidazol, 1,2,4-triazol

8. Abra. Szerkezet-hatas osszefiiggés vizsgalat célvegyiiletei

Tervezték a proximalis benzolgylirli tovabbi cseréjét, mivel a heterociklus Iényeges
hatéssal lehet a molekuldk hatékonysagara (8. dbra A és B célvegyiiletek). Elérelathatolag az
imidazol- ¢és 1,2,4-triazolszarmazékok H-kotéseket képezhetnek az elébbi fenolos OH-csoport

helyzetéhez kozel. Figyelembe véve, hogy a glikozil-bifenil-szdrmazék (7. dbra B vegyiilet)
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gatolja mind az SGLTI ¢és 2 aktivitasat [152], igy a heteroaromas gylriit tartalmazé
vegyiileteknek (8. abra B vegyliletek) a tanulmanyozasat is tervbe vették. Emellett sok a ,,.B”
szerkezethez hasonlé szarmazék glikogén-foszforildz hatékony gatloszere is lehet [134], [164],
melyeket kordbban a 2-es tipusii cukorbetegség elleni kiizdelem masik célpontjaként
azonositottak. Ezek a vegyiiletek rendelkezhetnek SGLT ¢és GF kettés gatld hatassal, melyet

korabban még nem vizsgaltak.
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2.5. Célkitiuzések

A diabétesz az egyik legelterjedtebb betegség vilagon, €s a betegek szama a mai napig
novekszik. A cukorbetegség leggyakoribb tiinete a hiperglikémia, amelynek csokkentése a
betegség kezelésének egyik legfontosabb része. Az orélis hipoglikémids gyogyszerek korében
talalhaté néhany uj gyogyszer, amelyek csokkentik a magas vércukorszintet, ilyen a natrium-
gliikoz kotranszporter 2 (SGLT2) inhibitorok. Az SGLT2 inhibitorok gatoljak a gliikoz
visszaszivodasat a vesében a sziirletbdl, ezaltal novelik a vizelettel {iritett cukor mennyiségét.
Altalanos szerkezetiik, Sebastian Vidal osszefoglalo cikke [165] alapjan, tartalmaz egy
glitkopiranoz gytrtit, melyhez C-glikozid kotéssel kapcsolddik egy benzolgytirii, emellett még

egy aromas csoportot, melyet metilén hid kot a benzol gytirtih6z.

Kutat6csoportunk tobb mint 20 éve azonosit glikogén-foszforilaz gatloszereket, de ezek
a vegylletek nem valtak klinikumban alkalmazott gyogyszerekké. Dr. Somsak Laszlo
munkacsoportja szamos glilkdézanaldg inhibitort szintetizalt, melyek glikogén-foszforilazra
vonatkozo gatlasi allanddjat munkacsoportunk hatirozta meg. Ezek a molekuldk hasonlo
szerkezettel rendelkeznek, mint a forgalomban kaphato SGLT?2 inhibitorok, de az els6 aromas

gylrii helyett heteroatomas gytirtit, pirimidint, oxadiazolt és triazolt tartalmaznak.

Ezért munkam sordn a kovetkezo célokat fogalmaztam meg:

e Az Ujonnan szintetizalt lehetséges glikogén-foszforilaz-gatloszerek azonositasa és
tesztelése;

e Uj sejtvonalak létrehozasa, amelyek stabilan, a vad tipusu sejteknél nagyobb
mennyiségben termelik az SGLTI és 2 fehérjéket, ezaltal alkalmasak a lehetséges
SGLTI és 2 gatloszerek azonositasara és gatlasi dllanddjuk meghatarozasara;

e Min¢l tobb potencialis SGLT1 és 2 gatloszert azonositani a sejtes rendszerek
segitségével és gatlasi allandojuk meghatarozasa;

e Feliilvizsgalni a kordbban mar azonositott GF inhibitor vegyiileteket, melyeknek a
szerkezete hasonlosdgokat mutat az SGLT inhibitorok altalanos szerkezetével,
meghatdrozni ezen vegyiiletek gatoldsi adatait az SGLT1 és 2 fehérjékre sejtes

rendszerben.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1. Anyagok

A kisérletek soran analitikai mindségli vegyszereket hasznaltam, amelyeket a kovetkezd cégek

termékei voltak.

Merck: a-D-gliikkéz-1-foszfat (G-1-P), glikogén, adenozin-5’-foszfat (AMP), ditiotreitol
(DTT), glikéz-6-foszfat, vas(Il)-szulfat, tris-hidroxil-aminometan (TRIS), triklor-ecetsav
(TCA), dimetil-szulfoxid (DMSO), Triton-X, Phlorizin, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) high glucose, and no glucose, Fetal Bovin Serum (FBS), L-glutamin, poli-L-lisin;

Bio-Rad: SDS-PAGE gradiens gél

Reanal: etilén-diammin-tetraacetat (EDTA), o-fenantrolin-klorid, trietanol-amin, digitonin;
Merck: 2-merkaptoetanol (ME), benzamidin-klorid, fenilmetil-szulfonil-fluorid (PMSF),
Pharmacia: Sephadex G-25, DEAE Sephacel;

Serva: bovine-serum-albumin (BSA), Norrit A;

Cayman Chemical Company: 2-NBDG;

Origene: SLC5A1, és SLC5A2 gént tartalmazd lentivirus (lentiviralis vektor); anti-SGLT1
(anti-SLC5A1 TA324226)

Gibco: Puromycin;

Carbosynth Ltd: Dapagliflozin;

Invitrogen: CyQUANT™ sejtproliferacio mérd assay Kit;
Thermo Scientific: Pierce™ BCA Protein Assay Kit;
VWR: Metanol

Abcam: anti-SGLT2 (ab137207)

EMD Millipore: anti-GAPDH (ABS16)
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3.2. Pufferek, Reagensek

TEA puffer: 50 mM Trietanol-amin, ]| mM EDTA, 1mM DTT, 100 mM KCl, 30 mM imidazol

P-reagens: 5 g FexSO4*7 H20, 10 ml 10 (m/V) % ammoénium-molibdendt tomény kénsav

elegye, 100 ml-re kiegészitve desztillalt vizzel

TET Lizis puffer: 0,02 M Tris, 0,005 M EDTA, 1% Triton-X, pH= 7,4
KH2POa4 lizis pufter: 0,1 M KH2PO4 + 1% Triton-X, pH =11

Foszfat puffer (PBS): 0,01 M foszfat, 0,0027 M KCl, 0,14 M NaCl, pH 7,4

Mintapuffer (Western blothoz): 10% glicin, 5% merkaptoetanol, 2% SDS, 1 spatulanyi
bromfenolkék, 0,0625 M Tris, (50 ml-re) pH:6,8

10X ELFO puffer: 1,92 M glicin, 250 mM Tris HCI, 35 mM SDS

1X ELFO puffer: 100 ml 10X-es ELFO puffer+ 900 ml Desztillalt viz, pH: 8,3

5X Transzfer puffer: 0,96 M glicin, 128 mM Tris HCI

1X Transzfer puffer: 200 ml 5X Transzfer puffer, 200 ml metanol, 600 ml desztillalt viz
5%-0s BSA oldat: 5g BSA 100 ml TBST oldatban

TBS oldat: 0,136 M NacCl, 2,682 mM KCl, 25 mM Tris pH 7,4

TBST oldat: 0,136 M NaCl, 2,682 mM KCl, 25 mM Tris, 0,1 % TWEEN 20 pH 7.4

TEM puffer: 40 mM Tris-HCI, 2 mM EDTA, 10 mM ME, pH= 6,8
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3.3. Vazizom glikogén-foszforilaz b enzim preparatum nyul vazizombol

Homogén GFb-t nyual vazizombdl Fischer és Krebs szerint [166] tisztitottuk, haromszor
atkristalyositottuk, és a kristadlyokat TEM pufferben oldottuk. A nukleotidokat (elsésorban
AMP-t) Norit A celluloz kezeléssel tavolitottuk el. A preparatumok specifikus enzimaktivitasa
48-55 E/mg volt 16 mM G-1-P és | mM AMP jelenlétében. A homogenitast SDS-poliakrilamid
gélelektroforézissel ellendriztiik, €s egyetlen kb. 95 kDa molekulatomegili fehérje festddését

észleltik.

3.4. Enzimaktivitas meghatarozasok
3.4.1. Tisztitott izom glikogén-foszforilaz aktivitisanak meghatarozasa

A tisztitott glikogén-foszforildzokkal végzett kinetikai méréseket az irodalombdl ismert
modszer alapjan végeztiik [167]. Az enzim aktivitasat a glikogénszintézis iranyaba (az in vivo
(2-16 mM) G-1-P, és allando koncentracidju (1 %) glikogén jelenlétében hataroztuk meg 50
mM trietanol-amin, 100 mM KCI, I mM EDTA (pH=6,8) puffer jelenlétében. Vazizom GFb
esetében 1 mM AMP-t (mint aktivatort) is tartalmazott az inkubacios elegy. Az aktivitast 30°C-
on hataroztuk meg, és az inkubacids id6t ugy allitottuk be, hogy a szubsztratnak (G-1-P)
legfeljebb 20 %-a alakuljon at. Egységnyinek tekintettiik a GF azon mennyiségét, amely egy

perc alatt 1 umol foszfat atalakulasat katalizalja 30°C-on.

3.4.2. Glikogén-foszforilaz gatloszerek vizsgalata: K; és ICso meghatarozasa

A vizsgalt vegyiiletek (Iehetséges GF inhibitorok) gatlasi allandoinak meghatarozasahoz
a Dixon-féle abrazolast hasznaltuk. A feltevésiink az volt, hogy a gliikozbol szintetizalt
molekulak a GF-hez kotddnek kdvetve a Michaelis-Menten kinetikat. A Michaelis-Menten
egyenlet egy hiperbola, amelybdl az enzimreakcié maximalis sebessége (Vmax) és a Michaelis-
Menten (Kwm) 4llandé meghatarozhatd. Az allandok grafikus meghatarozasanak egyik
lehetOsége az eredeti egyenlet linearizalasa, az ugynevezett Lineweaver-Burk abrazolas. Ez a
linearizélas azon alapul, hogy az eredeti egyenlet reciprokat vessziik, az igy kapott egyenes
tengelymetszeteib6l mar pontosabban hatdrozhatok meg az enzimreakcié alland6i. Ha az
enzimreakcio sebességét tobb kiilonbdzo inhibitor- és szubsztratkoncentracional is megmértiik,

akkor a linerizalt Lineweaver-Burk abrazolasnal is tobb egyenest kapunk a gatldszer tobbféle

crer
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inhibitorkoncentracid fiiggvényében abrazolva egy 0j gorbét kapunk, aminek az x-tengely
metszete adja a gatlasi allandot (Ki). A mérési adatok szamitogépes kiértékelésével (GraphPad
Prism) hataroztuk meg a gatlasi allandokat.

Olyan vegyiiletek esetén, amelyek még nagy koncentracioban sem gatoljak jol a GF
enzimet, a maximalisan elérhetd aktivitas 50 %-os gatlasdhoz sziikséges inhibitorkoncentracid
(ICs0) meghatarozasa az elterjedt modszer. A mérés lényege azonos a Ki meghatarozasaval, a

kiilonbség annyi, hogy az 1Cso meghatdrozdsdhoz egyetlen szubsztratkoncentracio mellett

crer

crer

3.5. Sejtkultara

TSA201 (humén embrionalis vese) sejteket 25 mM gliikdz tartalmu tapoldatban tartottuk,
mely tartalmazott 10 % FBS-t, és 1,5 % L-glutamint. Az overexpresszioval létrehozott
sejtvonalak tapoldata tartalmazott még 10 pug/ml puromycint. A sejteket T-75-0s sejttenyésztd
flaskdban tartottuk 37 °C-on 5% CO2 tartalmazd inkubatorban. Passzalds soran tripszint

hasznaltunk, és foszfatpufferrel mostuk a sejteket.

3.5.1 Lentiviralis transzfekcio

100 ezer sejtet raktunk ki 24 lyuku plate lyukaiba, és 24 6raig inkubatorban tartottuk 37
°C-on. Kovetkezd napon lecseréltiik a sejtek tapoldatat frissre, mely 8 pg/ml hexadimetrin
bromidot, és a megfeleld lyukakban a lentiviralis vektort tartalmazott. 24 6ra mulva lecseréltiik
a sejtek tapoldatat friss médiumra. 3 nap mulva a sejteket 0sszegytijtottiik, és T-25 tenyésztd
flaskaba helyeztiik 4t. Az 5. napon 10 pg/ml puromycint adtunk hozz4 a sejtek tapoldatahoz,
melyet a tovabbiakban minden alkalommal hozziadtunk a sejtek friss médiumahoz. Ezt
kovetden 2 naponta friss médiumra cseréltiik a sejtek tdpoldatat, amig a szelekcio teljesen végbe

nem ment a kontroll sejtekhez viszonyitva.

3.6. Western-blot

A sejteket 60 mm-es petri csészében tenyésztettiik. A sejtek Osszegylijtése eldtt foszfat
pufferrel mostuk, majd jégen 100 ul TET lizis pufferel 6sszegyljtottiik. A lizatumot 45 percig
inkubaltuk jégen, és haromszor vortexeltiik, majd -80 °C-on taroltuk. A lizatumok kiolvasztasa

utan megmértiik a fehérjetartalmukat, mintapuffert hozzaadva foéztilk a mintakat 10 percig
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96°C-on. A mintaban talalhato fehérjéket SDS-PAGE (natrium dodecil szulfat - poliakrilamid
gélelektoforézis) modszerrel valasztottuk el. 4-16%-o0s gradiens gélre vittiik fel a mintakat. Az
elektroforézis 80 volton ELFO pufferben futott. A gélelektroforézis utdn a gélrdl a fehérjéket
PVDF (polivinilidén fluorid) membranra transzferaltuk at, melyhez transzfer puffert
hasznaltunk 60 percig konstans 0,35 A erdsséggel. Blottolds utdn a nem specifikus antitest
kotodések megeldzése érdekében 5%-o0s BSA oldattal blokkoltuk a membrant 1 6ran keresztiil.
Blokkolas utan elkészitettiik a SGLT1, SGLT2, GAPDH antitestek oldatait 1 %-os BSA
oldatban, és a membran megfeleld részleteit belehelyeztiik a megfeleld oldatokba. Egy éjszakan
at inkubaltuk a membran részleteket 4 °C-on. Mésnap a membran darabokat haromszor TBST
oldattal mostuk, majd TBST oldatban oldva a megfelelé masodlagos antitestben inkubaltuk 1
oran keresztiil. Inkubacio utan kétszer mostuk TBST oldattal, majd egyszer TBS oldattal. A
masodlagos antitestek tormaperoxidaz kapcsoltak, ezért kemilumineszcens szubsztrat tartalmua
oldattal detektaltuk a vizsgalt fehérjéket. Az eredményeket ChemiDoc Touch Imaging System

segitségével hivtuk eld. Az adatokat Image Lab szoftverrel analizaltuk.

3.7. Fehérjemérés

Fehérje koncentracié meghatarozasara BCA moddszert hasznaltunk. 96 lyukua plate-ben
végeztiik a kisérleteket. Egy lyukba 25 pl mintdt mértiink, melyhez 100 pul BCA reagenst
adtunk, 30 percig 37 °C-on inkubaltuk, ezt kovetéen fotométerben 562 nm-en mértiik az

abszorbancia értékeket.

3.8. Gliikozfelvétel-mérés

25-25 ezer overexpresszio nélkiili és SGLT1/2 overexpressziot tartalmazo TSA201 sejtet
raktunk poli-L-lizinnel eldkezelt 96 lyuku platekbe. Kovetkezé nap a sejtek médiumat
gliikozmentes médiumra cseréltiik, mely tartalmazott FBS-t, L-glutamint, €és a tesztelni kivant
vegyiiletet. Eheztetés utdn a sejtek médiumahoz 100 uM 2-NBDG-t adtunk, és fél oraig
inkubaltuk. Inkubécié utdn eltavolitottuk a feliiliszot, 2-szer mostuk foszfat pufferrel, és
KH2POs4 lizis puffert adtunk hozza, és -20 °C-on taroltuk a mintdkat. Kiolvasztas utan a
mintdkat szuszpendaltuk, és fluoriméter segitségével mértiik a fluoreszcens jelet (gerjesztési
hulldmhossz: 485 nm, emisszids hullamhossz: 538 nm). Ez kdvetéen meghataroztuk a mintdk

fehérjetartalmat, amellyel normalizéltuk a sejtek gliikozfelvételét.
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3.8.1. SGLT1 és SGLT2 ICso szamitas

A vegyiiletek 1Cso értékének azonositdsdhoz eldszor kivalasztottuk az optimalis
koncentraci6 tartomanyt, amelynél a gatlas 20-80% -a kozotti tartoméanyba esett. Miutdn
kivalasztottuk az optimalis koncentracio tartomanyt, mindegyik vegyiiletet teszteltiik legalabb
4 kiilonbozoé koncentracidval (0,1, 1, 10, 100 vagy 1, 10, 100, 1000 uM). Overexpresszid
nélkiili sejtvonal gliikoz felvétel értékeit kivontuk az overexpresszalt sejtvonal értékeibdl, tehat
az overexpresszalt kontrollbol kivonva az eredeti kontrollt kapjuk a 100 %-ot. Minden
szémitashoz a GraphPad Prism szoftvert hasznaltuk. Az adatokat logaritmikus skalan
abrazoltuk inhibitor koncentracié fiiggvényében. Az 1Cso értékeket nem lineéris regresszid

analizissel szdmitottuk szigmoidalis d6zis-valasz gorbékbdl.

3.9. Citotoxicitas meghatarozasa

TSA201 sejteket hasznaltunk, melyeknek az életképességét fluoreszcens CyQUANT
assay segitségével mértlink. 25 ezer sejtet raktunk a 96 lyuku plate lyukaiba. Kovetkezdé nap
eltavolitottuk a sejtek feliiluszojat, és friss teljes médiumra cseréltilk, mely tartalmazta a
vizsgalni kivant molekuldkat (1 mM) és a doxorubicint (2 ng/ml) negativ kontrollként. Pozitiv
kontroll csak 0,4% DMSO-t tartalmazott. 4 6ra inkubacié utan eltavolitottuk a feliiliszot, és
mostuk a sejteket foszfatpufferrel, majd lefagyasztottuk a plateket a hatékonyabb sejtlizis
érdekénben. Kovetkezd nap kiolvasztottuk a plateket, és 200 pl CyQUANT reagenst adtunk a
lyukakhoz. Fénytdl védve 5 perc szobahdmérsékleten torténd inkubacid utan fluoriméterrel
hullamhossz: 480 nm, emisszidés hullamhossz: 520 nm). A kapott értékeket a kontrolhoz

viszonyitva abréazoltuk.

3.10. Mérési adatok kiértékelése

A GF gatlasi vizsgalatoknal minden mérési ponthoz legalabb 3 parhuzamos aktivitas
mérést végeztlink. A gatlast az atlag értékkel adtuk meg, ahol csak az atlagot tiintettiik fel, abban
az esetben a szords maximum + 10% volt. A kiillonb6z6 kisérleti csoportok adatait a t-proba
varianciaanalizisével végeztiik. Adataink normaleloszlasat is ellendriztiik. A tobbi kisérlet
eredményeit legaldbb harom fiiggetlen kisérletbél szamoltuk ki. Minden kisérlet négy
parhuzamos mintat tartalmazott, amelyeket atlagoltunk. A szérdsokat a fiiggetlen kisérletek

atlagértékei alapjan szamoltuk.
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4. EREDMENYEK
4.1. Lehetséges glikogén-foszforilaz inhibitorok szamitogépes tervezése

A szerkezet alapu tervezés alapkovét, a ,,kulcs-zar” elméletet Paul Erlich és Emil Fischer
irta le tobb mint 100 évvel ezelott [168]. Az utdbbi évtizedben a molekularis, szerkezeti biologia
€s a szamitastechnika gyors fejlédése megteremtette a lehetdségét, hogy a kutatok ismert
szerkezetli célmolekuldhoz kotddni képes molekuldkat tervezzenek. A szerkezet alapu tervezés
elve azon alapszik, hogy a célmolekula kotdhelyének haromdimenzids szerkezetét ismerve a
potencidlis ligandumok kotési modja és erdssége kiszamolhaté. A célmolekula
haromdimenzids szerkezetét vagy kisérletileg hatarozzak meg (rontgen-krisztallografia vagy
NMR), vagy homologia modellezéssel (homology modelling) szamoljak ki [168]. A ligandum
alapu tervezés nem a target molekula, hanem az azon haté molekulak szerkezetén alapszik. A
hatékony vegyliletek kozotti  szerkezeti  Osszefliggések, hasonlosagok ismeretével
kovetkeztetnek a modellezés soran az 1) molekulak hatékonysagara. A célmolekula
haromdimenzids szerkezetére ebben az esetben nincs sziikség. A ligandum alapt tervezés egyik
elénye a szerkezet alapu tervezéssel szemben, hogy a szerkezet alapi tervezés soran
makromolekulakkal kell foglalkozni, ezért ezek az eljarasok tobb szamitasi id6t igényelnek.

Az utdbbi években szamos kutatdcsoport foglalkozott glikogén-foszforilaz inhibitorok
vizsgalataval, melynek eredményeként tobb szerkezetileg kiilonb6z0 osztalyat sikertilt
azonositani ezeknek a gatloszereknek [169]. A legtdbb tanulmany az egyik legigéretesebb
csoportot a gliikdzanalog vegyiileteket vizsgélta, melyek az enzim aktiv centrumhoz kotédve
reverzibilis, kompetitiv médon képesek gatolni az enzimet [170], [171]. Ebbe az osztalyba
tartozd C-B-D-gliikopiranozil-azolok (5. tabldzat, 1-9, 14-16) az egyik leghatékonyabb GF
inhibitorok [134].
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5. tablazat. A szamitogépes szimulacio validalasahoz hasznalt teljes ligandumkészlet, valamint a
nyul vazizom glikogén-foszforilaz b-vel szembeni gatlasi allandéik (K;értékek pM-ban)

A K értékek 3-5 mérés atlagat jelentik, a szoras maximum + 10 % volt.

Aromas R csoportok

OH
AN
HO

Hetero-

e Sl
OH
a b c
OH \
1 HSM R 625 uM nem 625 uM nem ]
OH H gatol [172]. gatol [172].
OH N-O
) Hﬁw R 625 uM nem 625 uM nem i
H gatol [173]. gatol [173].
OH HN-N
HO o J._>—R
3 HO v 400 [173] - -
OH s
HO 0 \\\ R
4 HO v N 310 [173] 158 [173] -
OH HN
BN
5 HO N 0,28 [173] 0,031 [173] -
OH
OH N—Q
¢ HO N2 ! R 10% gatlas 625 | 10% gatlas 625 | 10% gatlas 625
H uM-nal [174]. uM-nal [174]. | uM-nal [174].
OH N-O
A O | 10% gatlas 625 38 [174] 625 uM nem
H uM-nal [174]. gatol [174].
OH o-N
HO o |_ >R
8 HO N 64 [174] 11,6 [174] 19 [174]
OH HN-N
HO O J_>R
9 HO N 7[175] 0,41 [175] 8
OH N=N
14 HS(?&%/N\/)\R 151 [176] 16 [176] 136 [176]
H
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O
OH HN//%
15 Hﬁww -R 191 [177] 80 [177] ;
H

R
OH

16 HSO o |l N\ 625 uM nem 625 uM nem i
H H gatol [172]. gatol [172].

#Kés6bbiekben 11,50 uM-t azonositottak [178], nem része a validalt csoportnak.

Aromads R-csoportjaik, kiilonosen a 2-naftil, kedvezé konformaciot kialakitva fokozzak
az aktiv centrum B-résében az inhibitor hatékonysagat [170], [171]. Kiilondsen érdekes, hogy
az imidazolok 5 [134] és az 1,2,4-triazolok 9 [134] kozo6tt olyan inhibitorok is vannak, mint az
S5a, az 5b ¢és a 9b, melyek Ki értékei nanomol tartomanyba esnek. Az Sb vegyiilet a
leghatékonyabb aktiv centrumban gatl6 inhibitor, amelyet eddig azonositottak.

Joseph M. Hayes és munkatarsai szamitogépes szimuldcioval sziirést végeztek 0j C-B-D-
glikkopiranozil-azolok 10-13, valamint a 3b, 3¢ és 5c vegyliletek (6. tabldzat) esetében,
amelyeket kordbban még nem szintetizaltak, ¢és nem vizsgaltak GF inhibitorokként (6.
tablazat). A szimulaciot 27 vegyiiletbdl allo ligandumkészletre validaltak (5. tablazat). A
vegyiileteket rangsoroltak kotddési erdsségiik alapjan MM-GBSA [179] médszerrel (molecular
mechanics-generalized Born surface area method). A szlirés eredménye alapjan rangsoroltak a

vegylileteket kotodési erdsségiik alapjan, amely a gatloképességiik erdsségére utal.
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6. tablazat. A célvegyiiletek szimulaciés kotédési értékei (AG;is4¢5)) a2 MM-GBSA modell
hasznalataval.

Aromas R csoportok

OH Hetero-
ik O[T
HO il R
OH
a b C
OH HN/Q
3 HQWR -54,5° -56,7(14) -53,3(15)
H
OH HN A
5 | HOS 0 P -82,0° -87,9 -85,2(1)
H
OH NH
10 HQWR -66,2(8) -69,5(5) -64,6(9)
H
OH J\i
11 HQWR -66,3(7) -68,6(6) -64,3(10)
H
OH S
12 Hg&%/[N)*R -58,3(12) -58,7(11) -57,0(13)
H
OH NH
13 HQWN/%R L72,4(4) 278.5(3) -79.5(2)
H

AGjssq0sit Szamitogépes szimulacioval kapott értékek. Az 0j ligandumok potencialis erésségének

sorrendje zarojelben.
A ligandumkészlet értékei 6sszehasonlitas céljabol.
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Ezek koziil hét molekulat valasztottak ki munkatarsaim, 4 kiilonbozé 2-aril-4(5)-(B-D-
glikkopiranozil)-imidazolt, és 3 kiilonbozé 2-aril-4-(B-D-gliikkopiranozil)-tiazolt tartalmazo
vegyliletet, amelyeket a Debreceni Egyetem Szerves Kémia tanszékén Dr. Somsak Laszlo és
munkatérsai szintetizaltak. A mi feladatunk ezeknek a vegyiileteknek nytl vazizom glikogén-
foszforilaz b-n végzett kinetikai vizsgalatai, és elemzései voltak. A kisérlet célja, hogy a
szamitoégépes szimulacié eredményeként kapott legigéretesebb, eddig még nem szintetizalt
molekuldk glikogén-foszforilaz gatld képességét in vitro kisérleti koriilmények kozott
ellendrizziik, és bizonyitsuk, hogy a szamitégépes modellezéssel kapott eredmények

megfelelnek az in vitro mérési eredményeknek.

4.2. Gliikozanaldg inhibitorok kinetikai vizsgalata

Munkank els6 részében a vegyliletek gétlasi allandoéit hatdroztuk meg nytl vazizombol
preparalt glikogén-foszforilaz inaktiv formajara. Tobb ok miatt is haszndljuk a nyal vazizom
glikogén foszforildzt. Tobb mint 50 évvel ezeldtt a vilagon mindenhol az enzim nyul
vazizombol preparalt inaktiv formajat tudtdk nagy mennyiségben, tisztan, és enzimatikusan
aktiv formaban kinyerni. Ezen kiviil kollaboracios partneriink, Nikos G. Oikonomakos ¢és
munkatéarsai tobb mint 20 évvel ezelbtt erre az enzimre allitotta be rontgen krisztallografias
szerkezeti vizsgalatait, az enzim jOl kristalyosithaté tulajdonsidgai miatt. A mdj izoformat
laboratériumunk patkdnyok majabodl izolalta, de sajnos kis mennyiségben tudtuk eléallitani,
valamint a kristalyositasa is gondot okozott. Ezen kiviil a foszforilacié miatt a legtobb esetben
egy aktiv/inaktiv keveréket kaptunk.

Egy masik fontos adat, amiért a nyul vazizom glikogén foszforilaz alkalmas ezen
vizsgalatok elvégzésére, hogy az enzim aminosav szinten 96%-0s azonossagot mutat a human
1izoformaval [180].

A kinetikai vizsgalatoknal kiilonb6zd inhibitor- €s szubsztratkoncentracid jelenlétében
meghataroztuk az enzimreakcio sebességét (lasd Anyagok és Modszerek 3.4.2.). A kapott
eredményekbdl  szamitogépes program  segitségével (GraphPad Prism  szoftver)
megszerkesztettiik a Michaelis-Menten kinetikahoz tartoz6 sebességi gorbét (8. dbra A). Az
enzimaktivitasok reciprokat szintén szamitdgépes program segitségével abrazolva a szubsztrat-
koncentraci6 reciprokanak a fliggvényében kaptuk a Lineweaver-Burk szerinti abrazolast (8.
abra B). A gatlasi allando meghatdrozasahoz szintén szamitogépes program segitségével

megszerkesztettiik a Dixon-gorbét (masodlagos abrazolas) (8. abra C) a Lineweaver-Burk
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szerinti abrazolds egyeneseinek meredekségét abrazolva az inhibitor koncentracidjanak

fiiggvényében [181].

A Michaelis-Menten
1007 ®  kontroll
A 2,5uM
vy 3uM
= 7 ¢ 35uM
= s
5 o 4 uM
g X 4,5uM
2 504 "
=}
g
3
-’
>
254
0
0 10 20 30 40
[G1P], uM
B Lineweaver-Burk
0.25+
®  kontroll
0.20 s 25uM
Y 3uM
0.154 ¢ 35uM
> X o 4 pM
o
o X 4,5uM
0.10+
0.05+
) ) ) ) ) ) 1
-0.05 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30
1/[G1P]
C masodlagos abrazolas
0.8+
0.6+
=]
@
ﬁ 0.4
)
=
<
=027
L : T L L 1
-4 -2 2 4 6 8

027 [5C], pM

8. abra. Gatlasi dllandé meghatarozasa Sc vegyiilet példiajan bemutatva
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A nyul vazizom GFb enzim aktivitasat abrazoltuk a szubsztrat (G-1-P) koncentracio fiiggvényében (A).
A kettOs-reciprok Lineweaver-Burk diagram (B) egyeneseinek meredekségét az inhibitor-koncentraciod
fliggvényében abrazolva kapjuk a Dixon masodlagos gorbéjét (C), amelynek tengelymetszetébdl
kiszamithato a gatlasi allando (Kj;) [181].

Az 1ij vegyiiletek a gatlasi allandoit a 7. tdbldzat foglalja dssze. Osszhangban az eddig
vizsgalt gliikkopiran6z gytriit tartalmazé inhibitorokkal, a gatlasi adatok eredményeibdl
készitett Dixon-gorbék arra utalnak, hogy az Ujonnan szintetizalt vegyliletek is kompetitiv
modon gatoljak az enzim katalitikus aktivitasat. A kompetitiv gatlasra a Dixon abrazolasban az

egyenesek metszéspontja utal, mivel a kiilonb6z6 inhibitor és szubsztrat koncentracidhoz

¢és a 13a vegyiiletek egy masodlagos helyen is megkothetnek, viszont ezt az allitasunkat nem
lehet megerdsiteni vagy teljesen elvetni a Dixon-diagramokbol.

7. tablazat. Az uj C-p-D-gliikopiranozil-heterociklusok gatléo hatasa a nyul izom glikogén-
foszforilaz b-vel szemben

A mérések a glikogén szintézis iranyaban torténtek. Az K; értékek standard hibainak atlaga kevesebb,
mint 10%.

kotodési értékek
(AGses6si)

e I
HO N
H
OH S
12a HSWN/ 326a -58;3
H
N T
12b HO- o |l N Q 26,2 -58,7

OH S O . -57,0
12¢ HO o | ) 540
HO N
H

OH
13a HS&%/[N/}\@ 68.8 12,4
H
OH NH
13b HO o Il QO 4,58 -78,5

kod Szerkezet Ki (uM]
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H NH -
o (0] S , ) 71.1 79,5
HO N
H

13¢

?Az ICsp érték webalapt eszkdzzel kiszamitva [182].
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9. abra. A vizsgalt vegyiiletek Dixon diagramjai
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A vizsgalt vegyiiletek mérése soran hasznalt koncentraciok: 5c: 2, 3, 4, 5, 6 uM; 12b: 100, 150, 200,
250, 300 uM; 13a: 150, 187,5, 225, 262,5, 300 uM; 13b: 3, 6,9, 12, 15 uM; 13c: 150, 200, 250, 300,
350 uM.
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Kisérletileg a legjobb gatloszernek josolt Se vegyiilet volt a legalacsonyabb Ki-vel (Ki=
1,97 uM, kotédési érték = -85,2) rendelkezd vegyiilet, bar nem annyira hatdsos, mint a korabban
kozolt analogok (5a (Ki = 0,28 puM, kotddési érték = -82,0) és 5b (Ki = 0,031 puM, kotddési
értek = -87,9)). A 13b imidazolszarmazék (Ki = 4,58 uM, kotddési értek = -78,5) erdssége
megfelelt a joslatokkal szemben tdmasztott elvarasoknak, alacsony mikromol koncentraciéban
képes gatolni. Azonban a 13a (Ki = 68,6 uM, kotédési értek = -72,4) és a 13¢ (Ki = 71,1 uM,
kotddési érték = -79,5) a szimuldcid utan vart értékhez képest elmarad. Az 1-naftil-analog
szarmazékok gatldo képességének tilbecsiilése talan azért figyelhetdé meg, mert kevés ilyen
szarmazEk volt jelen a modell validacios ligandumkészletében (5. tabldazat). A tiazolszarmazék
12b (Ki = 26,2 puM, kotédési érték = -58,7) értéke hasonld volt az eldre josolt adathoz
viszonyitva, mig fenilszarmazék 12a (Ki = 326 uM, kotddési érték = -58,3) és 1-naftil-
szarmazék 12¢ (Ki = 540 uM, kotddési érték = -57,0) vegyiiletek sokkal gyengébb inhibitorok,
mint azt a szimulécio utan vartuk.

A tanulmény jol mutatja, hogy hidba kdvetel egyre nagyobb teret maganak a modern
szamitogépes molekulatervezés, az in vitro és in vivo kisérletek nem keriilhetok meg még a
legprecizebb beallitasok mellett sem. Ezek a szamitogépes szimulaciok nagyon iddigényesek,
¢s tobbnyire a molekula kotddési erejét vizsgaljak, amelybdl nem deriil ki a szimulacid soran,
hogy a hatéanyag gatol, serkent vagy a kotodés ellenére nem rendelkezik hatassal. In vitro és
in vivo rendszerekben a molekuldk, makromolekuldk szerkezetét nagymértékben befolyasolja
a kornyezetiik, ilyen komplex hatasokat nem lehet teljes mértékben lemodellezni, ezért gyakran
egyszerlsitett rendszert modelleznek. Egyértelmli, azonban, hogy a molekulatervezés
gyorsithatja a potencialis vegyliletek azonositasat, de valos eredményeket csak in vitro €s in

vivo kisérletekkel kaphatunk.
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4.3. SGLT 1 és 2 gatloszerek ICso értékének meghatarozasa

4.3.1. SGLT1 és SGLT?2 fehérjéket stabilan expresszalo sejtek 1étrehozasa és a
transzfekcio hatékonysaganak ellenorzése

Munkacsoportom tobb mint 20 éve azonosit glikogén-foszforildz inhibitorokat, sajnos
ezekbdl a vegyiiletekbdl nem sziiletett a klinikumban alkalmazott gyogyszer. Egy kordbban
megjelent 6sszefoglald kozleményben Sebastian Vidal [165] irta le, hogy a mar forgalomban
1évé SGLT2 inhibitorok altalanos szerkezete tartalmaz egy gliikopirandz gytrtit, melyhez C-
glikozid kotéssel kapcsolodik egy benzolgytirli, emellett még egy aromds csoportot, melyet
metilén-hid kot a benzolgylirth6z. Munkatarsaim szdmos gliilkdzanalég vegyiiletet
szintetizaltak ¢és azonositottak, mint glikogén-foszforildz inhibitorok, amelyek hasonld
szerkezettel rendelkeznek, mint a forgalomban kaphato SGLT2 inhibitorok, de az els6 aromas
gylrii helyett heteroatomas gytirtit, pirimidint, oxadiazolt és triazolt, tartalmaz a molekula. Ezek
a mar korabban szintetizalt molekulak 0j lehetdséget teremtettek a dudlis hatdssal rendelkezd
glikogén-foszforildz inhibitoroknak, hogy klinikumban alkalmazott gyogyszerekké
valhassanak.

SGLT1 és SGLT2 fehérjék szerkezetérdl még nem all rendelkezésiinkre rontgen-
krisztallografias felvétel, igy csak a ligandumalapt tervezés alkalmazhatdo 1) lehetséges
gatldszerek modellezésére. Azonban igy, csak lesziikithetd a potencialis molekuldk halmaza,
nem keriilhetd meg semmilyen kortiilmények kozott az in vitro és in vivo kisérletek. Ezért célul
tlztik ki, hogy az eddig glikogén-foszforildz inhibitorokként azonositott, de az SGLT
gatloszerek altalanos szerkezetét mutatd vegyiiletek SGLT1 és 2 fehérjékre kifejtett hatasat
megvizsgaljuk sejtes modell rendszerben.

A Kkisérleteinkhez felhasznalt gliikozszdrmazékokat Dr. Somsak Lészlo kutatocsoportja
biztositotta szamunkra. A vegyliletek egy részét korabbi tanulméanyok szdmara, mig masik
csoportjat specialisan a kisérlethez szintetizaltdk. A vegyiiletek gatlo hatasainak vizsgélatdhoz
lentiviralis rendszer segitségével 1j sejtvonalakat hoztunk létre, melyek stabilan, a kontroll
sejtekhez képest, nagyobb mennyiségben fejezik ki az SGLT1 és 2 fehérjéket. A transzfekcid
eredményét Western blot technika segitségével ellendriztiik. A 10. abrdn lathatd (A és C) az
SGLTI és 2 mennyisége megnovekedett a lentivirdlis transzfekcio utan. A szamszerUsitett

eredményeket az abra B és D része mutatja.
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10.abra. Az SGLT1 (A és B) és az SGLT2 (C és D) expresszidja transzfektalt TSA201 sejtekben
és egér vesében (pozitiv kontroll az antitest ellendrzésére) Western blot technikaval.
A fehérje mennyiség normalizalasara GAPDH-t (EMD Millipore, ABS16) hasznaltunk. Az
eredményeket a BIORAD Image Lab 5.2.1 szoftverrel szamszertsitettiik. (*, p <0,05 vs. TSA 201, n =
3 fliggetlen kisérlet csoportonként)

A sejtek gliikozfelvételében tortént valtozasokat is megvizsgaltuk a transzfekcio utan. A
11. abra azt mutatja, hogy a gliikkdzfelvétel szignifikansan megndvekedett az SGLT1-et
(Origene, TA324226) és 2-t (Abcam, ab137207) nagyobb mennyiségben expresszaldo TSA201

sejtekben a nem transzfektalt sejtekhez képest.
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A TSA201 kontroll gliikozfelvételének % -aban

11. dabra. A kontroll és az SGLT1 (A) és az SGLT2 (B) transzfektalt TSA201 sejtek
gliikozfelvételének vizsgalata.
A sejteket 2-NBDG-vel (2-dezoxi-2-[(7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol-4-il) amino] -D-gliik6z) kezeltiik

florizin jelenlétében vagy hidnyaban. (n = 3 csoportonként; *, p <0,05)
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Az 1j sejtvonalak SGLT1 és 2 inhibitorok vizsgélatara valo alkalmassagat egy jol ismert
SGLT]1 és 2 inhibitor, a florizin (5. dabra) sejtek gliikozfelvételére kifejtett hatdsaval vizsgaltuk.
A florizin adatait a /1. abra mutatja. A florizin szignifikdnsan csOkkentette a gliikkozfelvételt
mind a kontroll, mind az SGLT1 és SGLT2 transzfektalt sejtekben, bizonyitva a vizsgalat

specifitasat.

4.3.2. Vizsgalt vegyiiletek citotoxicitas vizsgalata

Megvizsgaltuk a lehetséges SGLT1 és 2 inhibitorok citotoxicitasat az altalunk vizsgalt
sejtvonalra. A vizsgalt molekulakat 1 mM, a doxorubicint 2 ng/ml koncentraciéban alkalmaztuk
4 6ra inkubacié mellett. A 12. abran lathatdéak azon vegyiiletek citotoxicitasi adatai, amelyek
jol mérhet6 gatlasi allandoval rendelkeznek. A kapott adatok alapjan kijelenthetjiik, hogy az
altalunk vizsgalt vegyliletek nem rendelkeznek citotoxikus tulajdonsdgokkal az altalunk

hasznalt sejtvonalakon.
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12. abra. A vizsgalt vegyiiletek citotoxicitasa

A sejtek talélését CyQUANT teszt segitségével hataroztuk meg. Az adatokat kontroll sejtekre
normalizaltuk, melyeket a csak vivoanyaggal (DMSO) kezeltiink. Doxorubicint (2 ng / ml)
hasznaltunk pozitiv kontrollként (*, p <0,05 a kontrolhoz viszonyitva; n = 3 csoportonként).

A molekulak szerkezete a 8. és a 9. tablazatban van feltiintetve.
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4.3.3. ICso meghatarozas

A vegylletek 1Cso értékének meghatirozasahoz egy elézetes mérés és egy koncentracio
sor segitségével kivalasztottuk az optimalis koncentraci6 tartomanyt, amelynél a gliikozfelvétel
gatlasa a 20-80% kozotti tartomanyba esett. Az optimalis tartomany kivéalasztdsa utdn az egyes
vegyiileteket négy kiillonboz6 koncentracidban teszteltik. Az eldkisérletek eredményeinek
figgvényében 0,1, 1, 10, 100 vagy 1, 10, 100, 1000 uM koncentracidokban alkalmaztunk a
lehetséges gatloszereket. Ezeket az adatokat dozis-hatasgdrbék eléallitasahoz hasznaltuk fel a
8. és 9. tablazatban bemutatott ICso értékek kiszamitdsdhoz. Overexpresszio nélkiili sejtvonal
gliikéz felvétel értékeit kivontuk az overexpresszalt sejtvonal értékeibdl. Minden szamitashoz
a GraphPad Prism szoftvert hasznaltuk. Az adatokat logaritmikus skalan abrazoltuk az inhibitor
koncentracio fiiggvényében. Az ICso értékeket nem linedris regresszid analizissel szamitottuk
szigmoidalis dodzis-valasz gorbékbol. A sejtvonalak validalasdhoz a kordbban emlitett
dapagliflozint hasznaltuk. Példaként a dapagliflozin, és 2 random kivélasztott vagyiilet, a 26b

¢s a 28b dozis-hatas gorbéjét a 13.abra mutatja.
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13.abra. Dapagliflozin, a 26b és a 28b vegyiiletek SGLT1 és 2 dozis-hatas gorbéi

Kisérleteink sordn meghatdroztuk szamos ujonnan ¢és kordbban szintetizalt
gliikkozszarmazék gatlasi allandojat SGLT1 és 2 fehérjékre az altalunk eldallitott sejtvonalak
segitségével. Méréseink soran azonositottunk néhany olyan vegyiiletet, amelyek ICso értékei
mikromol tartomanyba estek. Ezeket a vegyiileteket 8. tabldzat tartalmazza. Habar az altalunk
vizsgalt vegyliletek kozott azonositott legjobb inhibitorok (19a, 20a, 22 ¢és 23¢) gyengébb gatld
hatast mutattak az SGLT1 és 2 fehérjék gliikkoz ateresztd képességére, mint az ismert C-
gliikkozil-arén tipust inhibitorok 18, azonban gatlo hatasuk meghaladja a florizinét, 17. Emellett
tanulmanyunk megerdsiti azokat a korabbi megfigyeléseket a C-gliikozil(het)arén tipusu
SGLT2 inhibitorokrdl, hogy a proximalis aromas gylirii heterociklusokkal torténd helyettesitése
csokkent gatld hatékonysaghoz vezet, amely erdsen fligg a heteroaromas gytri szerkezetétol
[134].
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8. tablazat: Néhany uj és korabban eléallitott vegyiilet SGLT1, SGLT2 és nyul vazizom glikogén-
foszforilaz-b (GFb) gatlé hatékonysaga (ICso [nM?]).

Szerkezet SGLT2 SGLTI1 GFb
HO OH OH
17 OH ‘ | g 6,40+1,12% | 131,17+24,56> | 450 (ICs0)
“S&fv 5
H
Cl OEt
OH 0,00748+
18 HO 0 0,83+0,26" NI¢
HO 0,00182%
OH
19 OH  N-© 3.6840.59 | 20.72+7.66 NI
’ ”Ow ¢ o e
HO N
H
OMe
19b OH N-O NI¢ NI NI¢
HO o |
HO N
H
Cl
19¢ OH N-O NI¢ NI¢ NI4
HO o 5
HO N
H
OH N-N C
20a HO w N 2,21+0,58 23,7246,14 NI¢
HO o)
H
OMe
20b OH N-N NI¢ NI¢ NI¢
How >
HO
H
Ci
20c¢ OH N-N NI¢ NI¢ NI¢
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Szerkezet SGLT2 SGLT1 GFb
OH N~=
21a Hﬁoﬁ&/L\N' 17,0543,16 | 17,98+3,92 NI
OH
OH Nmo'\"e
HO O + ¢ d
21b HWN 11,59+3,19 NI NI
H
> Nmm
HO @) ¢ ¢ d
21c HWN NI NI NI
H
HO O c c
21d HO&?/KN NI NI NI
H
12 % 625
2| o ™ 3574042 | 1174248 ,
HO \N uM-nal
H
23a _N 71,67+
oo M S: 19,5947,26 NG
11831 | 195 SN 10,64
H
OH
23 ? NI NI NI
OH N- ‘ ‘
[183] HO/&%/”\ P
HO N
H
23¢
OH N- 2,44+0,85 | 35,50+9,56 NI
[183] HO/&%/H\ /
HO N
H
600 uM
24 OH N=N
o o 2321+1,86 | 101,45+23,46 | (ICs0)
(1841 | 193 N_/
H [184]

“Az SGLT1 és SGLT2 gatlasat TSA-201 sejtekben mértiik.

PAz 17. és 18. vegyiiletek ICso értékeit kontrolként hasznaltuk sajat rendszeriink ellendrzésére.

“ NL:nincs gatlas 1000 pM-on.
4 NI:nincs gatlas 625 pM-on.
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A benzilszubsztitualt oxadiazol vegyiiletek SGLT2 gatlasi allandoi azt mutatjak, hogy az
oxadiazol gytrl jelenléte nem befolyasolta szignifikansan a vegyiiletek gatlo hatasat (8.
tablazat, 19a és 20a). A heterociklusos oxadiazol oxigén atomjanak H-kdotésre képes NH
csoporttal torténd cseréje, (megfeleld 1,2,4-triazolt eredményezve) a gatlas kb. 20-30-szoros
gyengiiléséhez vezetett (23a vs. 19a és 20a). Egy fenilcsoport hozzdadasa az 1,2,4-triazol N1-
atomjara jelent6s hatékonysag javulast eredményezett (23c vs. 23a), mig egy hidroxietil-
csoport azonos helyzetbe kapcsolasa a gatlas teljes elvesztését okozta (23a vs. 23b). A 22
(imidazol) a 23a molekulaval (1,2,4-triazol) Gsszehasonlitva, amely szintén tartalmaz NH-
csoportot, kb. 20-szor hatékonyabbnak bizonyult.

Az NH csoport szerepe ellentmondasosnak tiinik, mivel a 22-es vegyiilet jobb, mig a 23a
gyengébb inhibitor. Feltételezziik, hogy ez, az 23a vegyiiletben az 1,2,4-triazol gyliri harom
lehetséges tautomer forméjanak eredménye lehet, amelyek kozil csak egy kotddhet a
fehérjéhez, mig a 22 vegyiilet imidazol gyliriijének esetében a formalisan 1étezd tautomerek
lényegében megegyeznek egy lehetséges protonacid kdvetkeztében a bioldgiai kozegben [303].

Az SGLT2 inhibitorok mas osztalyaihoz hasonléan a gatldas nagymértékben fiigg az
aglikon disztalis aromads gytirtijének szubsztiticidjatol. Az 1,2,4- és 1,3,4-oxadiazolok esetében
csak a szubsztitudlatlan szarmazékok (19a és 20a) mutattak gatlo hatast, mig egy metoxi- vagy
klor-csoport rahelyezése a benzolgytirii para-helyzetébe, példaul a 19b, 20b, illetve 19¢ és 20c
esetében, a gatlas teljes elvesztéséhez vezetett.

A pirimidin-sorozatban nemcsak a (21a) benzil-, hanem a 4-metoxi-benzil (21b)
szarmazEk is gatlo aktivitast mutatott a mikromol tartomanyban. Ezzel szemben a 21¢ vegyiilet,
amely 4-klor-benzilszarmazék, inaktiv maradt. A disztalis benzolgylirli 2-naftilcsoporttal
torténd helyettesitése is egy gatolni nem képes (21d) molekulat eredményezett.

A 8. tablazatban felsorolt vegyliletek egyikének sem volt figyelemre méltd gatlo hatasa
a nyul vazizom GFb enzimmel szemben a vizsgalt koncentracidban, tovabba a 9. tablazatban
(25-29) munkacsoportunk 4altal korabban vizsgalt [184]-[186], ismert GF-inhibitorok
csoportjanak SGLT1/2 gatlo hatdsanak eredményei lathatéak. A vegyiileteket a nem gatld
anyagoktdl az alacsony nanomol tartomanyban gatolni képes GF inhibitorokig valasztottuk ki
szerkezeti hasonlosagok alapjan.

Korabbi GF-gatlasi vizsgalatok ramutattak a gliikkoz egység és a disztalis aromas csoport
kozotti heterociklusos csoport kulcsfontossagu szerepére [310-312]. Ez a disztalis aromas
csoport tekintetében a 2-naftil 25b — 29b ¢és fenilcsoporttal 25a — 29a szubsztitualt vegyiiletek.
Az SGLTI és 2 gatlas vizsgalatanak az eredménye azt mutatja, hogy néhany vegyiilet alacsony

mikromol koncentracioban képes gatolni az SGLT1 és 2 fehérjéket. A 27 tiazolok mindkét
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vizsgalt transzporterrel szemben hatastalannak bizonyultak a vizsgalt koncentracidoban. A tobbi
vegyiiletnek valtozd volt gatloképessége, ami erdsen jelezte a heterociklusos csoport

jelentdsségének szerepét a biomolekularis interakcioban.
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9. tablazat. Aril-szubsztitualt gliitkopiranoz-azol tipusu glikogén-foszforilaz-inhibitorok SGLT?2 és

SGLT1 gatlé hatékonysaga (ICso [uM]?).

GFb?
Szerkezet SGLT2 SGLTI
(Ki [uM])
- OH N=N 151 [187]
25a | HQ5 N_/ 67,28+10,90 | 167,07+63,50
H 162 [184]
Ok N=N O 16 [187]
25p | HO N 10,34+2,18 | 126,90+21,55
HO v 36 [184]
OH N=N
26a | HQ5 0 \NO 9,104+2,94 242,13437,91 | NI“[188]
H
OH N=N O
26b How)‘ O 111,31427,56 | 23,77+5,72 | NI4[188]
OH
OI—(|) S N\
HO C C
27a HW NI NI 310 [189]
H
% T
HO c c
27b HWN Q NI NI 158 [189]
H
OH HN \
HO O Jo
28a | HOg N 91,04+0,56 | 244,60+42,02 | 0,28 [189]
H
OH  HN—\ O
28b HSO&%/% Q 3,50+0,88 11,89+2,61 | 0,031 [189]
H
OH HN/Q
29a HSWN%Q 15,0142,74 | 124,56+46,51 |  7[190]
H
OH HN-N O
29b HSWN\ Q 17724232 | 12.98+2.88 | 0.41[190]
H

“Az SGLT1 és SGLT2 gatlasat TSA-201 sejtekben mértiik.

b GFb: Nyul vazizom glikogén-foszforilaz b

¢ NI:nincs gatlas 1000 pM-on.

4 NI:nincs gatlas 625 pM-on.
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A 9. tablazatban szerepld vegyliletek tobbsége az SGLT2-t jobban gatolta, mint az
SGLT1-et 2-27 szelektivitasi tartomanyban. Két kivétel volt, a 26b ¢és a 29b vegyiiletek,
mindkettd 2-naftil szubsztitualt, jobban gatoltadk az SGLT1-et. Két 0sszehasonlitasban, a 25a —
25b és a 28a — 28b, a 2-naftil-szdrmazékok megkdzelitdleg 7, illetve 26-szor erdsebb gatoltak
az SGLT2-t.

A 2-(-D-gliikopiranozil)4(5)-(2-naftil)-imidazol 28b vegyiilet, 3,5 uM SGLT2 ICso
értekével, a legjobb inhibitornak bizonyult, figyelembe véve a GF mar nanomol
koncentracioban kifejtett gatlasat, a 28b vegylilet egy tobb célpontii vegyiilet, amely
kiindulopontja lehet tovabbi antidiabetikus vizsgalatokban. Az SGLT inhibitorok nagyon
érzékenyek az aglikon szubsztitualtsdgara, masrészt a gliikozil-heterociklusokban a GF
gatlasara gyakorolt szubsztituens hatdsok részben ismeretlenek [312]. Tovabbi kiterjedt

szamitasi s szintetikus munkara lesz sziikség a kettds cél hatékonysaganak optimalizalasahoz.
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5. MEGBESZELES

A cukorbetegség kezelésének egyik legmodernebb gyogyszerei az SGLT2 inhibitorok.

Vércukorszint homeosztazisaban jelentds szerepet jatszik a vese, amelyben kétféle natrium-

rrrrr

rrrrr

felszivodasaért, és részben a vese glikkdz visszaszivasaért felelds. A vesében az SGLT2
kozvetiti a gliikkdz visszaszivas 90% -at normoglikémias koriilmények kozott. Figyelembe véve
az SGLTI és az SGLT2 ¢lettani funkcioit, ésszeri volt ezt a fehérje csaladot valasztani Uy
gyogyszerkutatasok célpontjvav. Az SGLT-gatloszerek blokkoljak a gliiko6z visszaszivodasat,
ezaltal csokkentik a vércukorszintet, és novelik a gliikoz vizelettel torténd kivalasztasat.

A jelenleg forgalomban kaphat6 SGLT2 inhibitorok szerkezete tartalmaz egy
gliikopiranoz gyftriit, melyhez C-glikozid kotéssel kapcsolddik egy benzolgytirii, emellett még
egy aromas csoportot, melyet metilén hid kot a benzol gylirth6z. Munkatarsaim szamos
glilkézanaldg inhibitort szintetizaltak, amelyek a forgalomban kaphaté SGLT2 inhibitorokhoz
hasonld szerkezettel rendelkeznek, de az elsé aromas gylri helyett heteroatomas gytriit,
pirimidint, oxadiazolt, imidazolt, tiazolt és triazolt tartalmaznak. Ezért elsddleges célunk az
volt, hogy megvizsgaljuk, ezen szerkezeti rokon vegytiletek gatolhatjak-e az SGLT1-et és 2-t a
sejtes rendszerben.

Az optimalis vércukorszint fenntartasinak masik meghatarozo szerve a maj. Majban két
utvonalon keletkezhet gliikoz: de novo glitkozszintézissel (gliikoneogenézissel), €s a glikogén
lebontéasaval (glikogenolizissel), igy a maj nagymértékben szabdlyozza a vércukorszintet. A
glikogén lebontas egyik kulcs enzime a glikogén-foszforilaz, amelynek kristalyszerkezete
ismert, igy konnyen tervezhetk olyan molekuldk, amelyek képesek lehetnek gatolni az enzim

aktivitasat, igy csokkentve a vércukorszintet.

5.1. C-B-D-gliikopiranozil-azol vegyiiletek szerkezet — gatlas vizsgalata

Hasonloan a korabban vizsgalt gliikkdz szarmazEék inhibitorokhoz, a kapott mérési adatok
alapjan az Gijonnan szintetizalt és altalunk megvizsgalt vegyiiletek is kompetitiv gatloszereknek
bizonyultak, amelyet a vegyliletek Dixon-diagramjai bizonyitanak (9. dbra). A Dixon gorbék
esetében amennyiben a kinetikai mérések soran kapott egyenesek metszéspontja az x tengely

negativ tartomanyaban talalhaté kompetitiv gatlasrol beszeliink.

A modellezés alapjan leghatékonyabbnak josolt Sc vegyiilet gatlasi allandoja bizonyult a
legkisebbnek, (Ki= 1,97 uM), vagyis ez a molekula a legerésebb tjonnan szintetizalt inhibitor,
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de gatlasi allandoja igy is jelentdsen elmaradt a kordbban vizsgalt vegyiiletek nanomolos gétlasi
értekeitél. A 13b imidazol-szarmazék (Ki = 4,58 pM) gatld képessége a szadmitasoknak
megfelelden alakult, azonban a 13a (Ki = 68,6 uM) és a 13¢ (Ki = 71,1 uM) szdmolt értekei
elmaradtak a mért értékekhez képest, utobbi eltéréseknek az oka a szimuldcid6 modell
készletének beallitasaiban keresendd. A tiazol szarmazékok koziil a 12b molekula esetén mért
gatlasi allando értéke (Ki = 26,2 pM) hasonl6 a szimulacids értékhez képest, de 12a fenil-
szarmazék (Ki = 326 uM) és 12¢ 1-naftil-szarmazék (Ki = 540 uM) vegyiiletek sokkal
gyengébben képesek gatolni a GFb-t, a vartnal.

A szimulacio és a kinetikai mérések eredményeit 6sszehasonlitva megallapithatd, hogy a
szimulécio jelentds segitség a gyogyszer molekuldk kutatasdban és a lehetséges szerkezetek
kivalasztasaban, de a pontos eredmények €rdekében €s a tovabbi esetleges klinikai kisérletek

bevezetése eldtt nem lehet kihagyni az in vitro biokémiai kisérleteket.

5.2. SGLT 1 és 2 ICso meghatarozas

Bar a 2000-es évektdl kezdve napjainkig szdmos publikacid jelent meg 4j lehetséges
glikogén-foszforilaz inhibitorokkal kapcsolatban sajnos ezek a vegyiiletek nem jutottak el a
klinikai tesztelési fazisig, és nem késziilt beldliik a klinikumban alkalmazott gyogyszer.
Sebastian Vidal 6sszefoglald cikke volt az elsd, amely leirta, hogy a mar forgalomban 1évo
SGLT?2 inhibitorok altalanos szerkezete, amely tartalmaz egy gliikopiranoz gytiriit, melyhez C-
glikozid kotéssel kapcsolodik egy benzolgytirli, emellett még egy aromds csoportot, melyet
metilén hid kot a benzol gylirith6z, nagy hasonldsagot mutat szdmos kordbban szintetizalt és
publikdlt GF inhibitor szerkezetével. Munkatarsaink a Debreceni Egyetem Szerves Kémia
Tanszékén szamos gliikézanaldog inhibitort szintetizaltak, amelyek hasonld szerkezettel
rendelkeznek, mint a forgalomban kaphato SGLT2 inhibitorok, de az elsé aromas gytri helyett
heteroaromas gyiiriit, pirimidint, oxadiazolt és triazolt, tartalmaz a molekula. Igy 0j lehetdséget
teremtve a dudlis hatdssal rendelkez6 glikogén-foszforildz inhibitoroknak, hogy klinikumban
alkalmazott gyogyszerekké valhassanak.

Vesében az SGLTI és az SGLT2 tovabbitja a proximalis kanyarulatos csatorna apikalis
membranjan keresztiil a gliikozt a sejtek belsejébe. Az SGLT2 emberekben ¢és a ragesalokban
a proximalis tubulus fels6 részében (S1 és S2 szegmensben), mig az SGLT1 a proximalis
tubulus als6 részében (S3 szegmensben) expresszalodik . SGLT2 inhibitorok csokkentik a
visszaszivott gliikoz mennyiségét, novelik a vizelet gliikkoztartalmat, ezaltal csokkentik a

vércukorszintet.
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A ligandum alapu tervezés felfedezése 11 teriileteket nyitott a molekulatervezés terén,
hiszen nem sziikséges a célmolekula haromdimenzids szerkezete, igy nem okoz gondot, hogy
az SGLTI és 2 fehérjék rontgenkrisztallografias szerkezete jelenleg még nem ismert. A mar
korabban engedélyezett gliikoz-szarmazék SGLT 2 inhibitorok szerkezetébdl kiindulva, olyan
molekuldk, mint lehetséges SGLT inhibitorok, vizsgalatat tliztem ki célul, amelyek benzol
gyurt helyett heteroaromas csoportot tartalmaznak.

A vegyiiletek SGLT gatlo hatdsanak vizsgalatara lentiviralis vektor segitségével két 1)
stabil sejtvonalat hoztunk 1étre, melyek relative nagy mennyiségben expresszaljak az SGLT1
¢s SGLT2 fehérjéket. A transzfekcio eredményét western blot technikédval ellendriztiik és az
eredményeket kiértékelve jol lathatjuk, hogy a vizsgalni kivant fehérje mennyisége kozel a
kétszeresére emelkedett.

Emellett vizsgaltuk a transzfekcio utan a sejtek gliikozfelvételét is. A sejteket, mint a
késébbiekben is 2-NBDG-vel kezeltiik. A felvett gliikkoz mennyisége kozel dupldjara nétt mind
a két sejtvonal esetében. Tovabba megvizsgaltuk a florizin, SGLT 1 és 2 inhibitor hatasat. A
kezelt csoport gliikozfelvétele jelentdsen lecsokkent a kezeletlen csoport altal felvett gliikoz
mennyiségéhez képest.

A Kkisérleteinkhez felhasznalt gliik6z-szarmazékkokat professzor Dr. Somsak Léaszlo és
kutatocsoportja biztositotta szdmunkra. A vegyiiletek egy részét korabban, mint lehetséges
glikogén-foszforildz galtloszereket, mig masik csoportjat specialisan, mint lehetséges SGLT1
¢és 2 gatloszerek szintetizaltdk. Az 6sszes vizsgalt vegyiiletnek, megvizsgaltuk a citotoxicitasat
az altalunk hasznalt sejtvonalra, és ezek koziil csak azon vegyiiletek citotoxicitasi adatait
mutattuk be, amelyek gatoltdk az SGLT1 ¢és 2 fehérjék miikddését. A citotoxicitasi
vizsgalatokat a kisérletek soran hasznalt legmagasabb, 1000 uM-os koncentracidban vizsgaltuk
4 6ras inkubacid ideje alatt. Az eredményeink arra utalnak, hogy a hatasos vegyiiletek még
ebben a relative magas koncentracioban sem mutattak citotoxikus hatast az altalunk hasznalt
sejtvonalra.

A vegyliletek ICso értékének meghatarozasahoz minden esetben eldzetes kisérletek
alapjan kivalasztottunk egy optimalis koncentracié tartomanyt. Ebben a tartomdnyban 4
kiilonboz6 koncentraciot hasznaltunk a vizsgalat soran. Ezek alapjan abrazoltuk a dozis hatas-
gorbéket. A vegytiletek SGLT1-re vagy 2-re gyakorolt specifikus hatasainak meghatarozasahoz
az overexpresszio nélkiili sejtek altal felvett gliikkoz mennyiségét kivontuk az overexpresszalt
sejtvonalon mért értékekbdl, tehat az overexpresszalt kontrollbdl kivonva az eredeti kontrollt
kapjuk a 100 %-ot. Minden szamitashoz a GraphPad Prism szoftvert hasznaltuk, és az adatokat

logaritmikus skéalan abrazoltuk inhibitor koncentracio fiiggvényében. Az ICso értékeket nem
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linedris regresszid analizissel, a szoftver segitségével szdmoltuk szigmoidalis dézis-vélasz
gorbékbol. A tesztelt vegyliletek kozott néhany ujonnan szintetizalt és néhany korabban
elallitott glilkézszarmazék is jelen volt, amelyek koziil azonositottunk mikromol
tartomanyban gatolni képes vegylileteket (19a, 20a, 22 és 23c). Ezen vegyiiletek gyengébb
gatlo hatdst mutattak, mint az irodalombo6l mar ismert C-gliikkozil-arén tipusu inhibitor, a
dapagliflozin (18), de aktivitasuk meghaladta az egyik elsd ismert inhibitorét a florizinét (17).
Emellett megerdsitést kaptunk azon korabbi megfigyelések irant, hogy a C-gliikozil(het)arén
tipust  SGLT2 inhibitorok proximalis aromas gylriijének heterociklusokkal torténd
helyettesitése csokkenti a gatlo hatékonysagot, amelynek mértéke erdsen fiigg a heteroaromas
gyuri szerkezetétol.

A benzil szubsztitualt oxadiazol vegyiiletekben az oxadiazol gylrii jelenléte nem
befolyasolta szignifikdnsan a gatld hatast (19a és 20a). A heterociklusos oxadiazol oxigén
atomjdnak H-kotésre képes NH csoporttal torténd cseréje, (megfeleld 1,2.4-triazolt
eredményezve) a gatlas 20-30-szoros gyengiilésé¢hez vezetett (23a vs. 19a és 20a). Egy fenil
gyurti bejuttatasa az 1,2,4-triazol N1-atomjara jelentésen novelte hatékonysagot (23c vs. 23a),
mig egy hidroxietil csoport azonos helyzetbe vald bejuttatasa a gatlas teljes elvesztését okozta
(23a vs. 23b). A 22 (imidazol) vegyiiletet a 23a-val (1,2,4-triazol) Gsszehasonlitva, amely
szintén tartalmaz NH csoportot, az imidazol szarmazék kb. 20-szor hatékonyabbnak bizonyult.

Az NH csoport szerepe ellentmondéasosnak tiinik, mivel a 22-es vegyiilet erésebb, a 23a
azonban gyengébb inhibitor. Feltételezziik, hogy ez az 23a, 1,2,4-triazol harom lehetséges
tautomer formajanak eredménye lehet, amelyek koziil csak egy kotddhet a fehérjéhez, mig a
22, imidazol esetében a formalisan 1étez6 tautomerek 1ényegében megegyeznek egy lehetséges
protonacid kovetkeztében a bioldgiai kozegben.

A gatlo hatas emellett nagymértékben fligg az inhibitor molekula disztalis aromas
gylriijének szubsztitaciojatol. Az 1,2,4- és 1,3,4-oxadiazolok esetében csak a szubsztitualatlan
szarmazékok (19a. és 20a.) képesek gatolni, mig egy metoxi- vagy klor-csoport bevezetése a
benzolgytirii para-helyzetébe, példaul a 19b, 20b, illetve 19¢ és 20c esetében, a gatlas teljes
elvesztéséhez vezetett.

A pirimidin gylrit tartalmazo6 vegyiilet csoportban a (21a) benzil szdmazék mellett a 4-
metoxi-benzil (21b) szarmazék is gatld hatassal rendelkezik mikromol tartomanyban. Azonban
a 21c vegyiilet, amely 4-klor-benzil szarmazék, gatld hatassal nem rendelkezik. A disztalis
benzolgylrii 2-naftilcsoporttal torténd helyettesitése is egy gatlassal nem rendelkezd (21d)

molekulat eredményezett.
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Az eddig targyalt vegyiiletek (17-24) nem rendelkeznek jelentés nytl vazizom GFb
enzim gatlo hatassal, azonban a 25-29-0s vegyiiletek munkacsoportunk altal korabban vizsgalt,
ismert GF-inhibitorok csoportja. A vegyiileteket a nem gatlo anyagoktdl az alacsony nanomol
tartomanyban géatolni képes GF inhibitorokig valasztottuk ki. Ezeknek a vegytileteknek is
megvizsgaltuk az SGLT1 és 2 gatlo hatasat. 25-29 vegyiiletek molekulai disztalis aromas
csoportként 2-naftil (25b — 29b) és fenil-csoportot (25a — 29a) tartalmaztak. Az eredményekbol
latszik, hogy a tiazolok (27) mindkét vizsgalt transzporterrel szemben hatdstalannak
bizonyultak. A tobbi vegyiiletnek valtozo volt a gatloképessége, amely a heterociklusos csoport
fontossaganak szerepét jelzi.

A vizsgalt vegyiiletek nagy része (2-27) az SGLT2 fehérje miikddését nagyobb
szelektivitassal gatolta, mint az SGLT1 fehérjét. Két kivétel volt, a 26b €s a 29b vegyiiletek,
mindkettd 2-naftil szubsztitualt szarmazek, amelyek erésebben gatoltak az SGLT1 miikodését.
Két 6sszehasonlitasban, a 25a — 25b és a 28a — 28b, a 2-naftil-szarmazékok kb. hétszer, illetve
26-szor erésebben gatoltak az SGLT2-t, mint az SGLT1-et.

A 2-(-D-gliikkopiranozil)4(5)-(2-naftil)-imidazol 28b vegyiilet, 3,5 uM SGLT2 ICso
értékével, a legjobb inhibitornak bizonyult, figyelembe véve a GF nanomol koncentracidoban
bekovetkezo gatlasat, a 28b vegyiilet egy tobb célponti vegyiilet, amely kiindulépontja lehet
egy tobb fehérjén hatni képes antidiabetikus gyogyszernek. Tovabbi kiterjedt szamitasi és
szintetikus munkara lesz sziikség a kettds cél hatékonysaganak optimalizalasahoz.

Az inhibitortervezés szamitdsos megvalositasa a glikogén foszforilaz esetében eddig
tobbnyire kevés sikerrel jart. Annak ellenére, hogy a kdtohelyek szerkezete adott inhibitorokkal
ismert, a szamitdsok nem tudjak jol eldre jelezni az enzim (kiilondsen a katalitikus hely)
konformacidvaltozasat az inhibitor molekulaval torténd kolcsonhatas soran. Ez ahhoz vezet,
hogy egymastol jelentdsen kiilonb6zd szerkezetli vegyiiletek is hasonld gatlast mutathatnak,
amit j6l példaz, hogy a harom legjobb gliik6zalapt inhibitor-csoport (gliikopiranozilidén-spiro-
heterociklusok [191], N-acil-N’-gliikopiranozil-karbamidok [11] ¢és C-gliikopiranozil-
heterociklusok [177]) csak marginalis szerkezeti hasonlosagot mutat.

Ezen vegytiletek képletébdl azt a kdvetkeztetést vonhatjuk le, hogy a 3-D-gliik6z jelenléte
elengedhetetlen, ezen kiviil ehhez kapcsolt csoportok lehetdleg tartalmazzanak egy nitrogén
atomot esetleg atomokat, amelyek a H-kotés kialakitdsaban vesznek részt. Ezen kiviil egy
nagyobb méretli aromds végcsoport jelenléte is fontos a szorosabb illeszkedésben.
Tapasztalatok alapjan a gatloszer és az enzim katalitikus centruma kozott fellépd hidrofob
kdlcsonhatas nagyobb szerepet jatszik a kdlcsonhatas kialakitasaban, mint a kordbban emlitett
H-kotés, viszont ha mindkét kdlcsonhatas egyszerre teljesiil a gatlasi allandé értéke jelentosen
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csokken, vagyis hatékonyabb inhibitorrdl beszéliink. Ilyen vegyiilet a disszertaciomban emlitett
28b molekula.

Mindkét tanulmany jol mutatja, hogy hidba hodit egyre nagyobb teret maganak a modern
szamitogépes molekulatervezés, az in vitro és in vivo kisérletek nem keriilhetéek meg még a
legprecizebb bedllitasok mellett sem. In vitro és in vivo rendszerekben a molekulak,
makromolekulak szerkezetét nagymértékben befolydsolja a kornyezetiik, ilyen komplex
hatdsokat nem lehet teljes mértékben lemodellezni, ezért gyakran egyszeriisitett rendszert
modelleznek. A molekulatervezés gyorsithat a potencidlis vegyiiletek azonositasaban, de valos
eredményeket csak biokémiai kisérletekkel kaphatunk. Emellett mindkét tanulméany bizonyija,
hogy a szamitégépes molekulatervezést 6nmagaban nem elég 0j gyodgyszer molekuldk

kifejlesztésére, az in vitro kisérletek nem keriilhetéek meg.
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6. OSSZEFOGLALAS

A helyes vércukorszint fenntartdsaban jelentds szerepet jatszik a maj, mely
glilkoneogenézis, és a glikogén szintézis / lebontas Utjan képes szabalyozni a vércukorszintet.
A glikogén lebontasanak egyik kulcsenzime a glikogén-foszforilaz, mely a lebontés els6 1épését
katalizalja. Az enzimen 5 ligand kotdhely talalhato, melyeken keresztiil a specifikusan tervezett
molekuldk gatolhatjak az enzim aktivitésat.

Megfeleld vércukorszint fenntartdsanak masik fontos szerve a vese. A vese proximalis
tubulusaban kétféle natrium-fiiggd gliikdéz kotranszporter (SGLT1 ¢és 2) talalhato, melyek a
a 2000-es években ésszerlien a gyogyszerkutatdsok célpontjai lettek, €s jelenleg tobb
klinikumban hasznalt gyodgyszer is sziiletett. Ezek az SGLT2-gatloszerek gatoljak a gliikoz
visszaszivodasat, ezaltal csokkentik a vércukorszintet, ¢s novelik a gliikkoz vizelettel torténd
kivélasztasat.

Az utdbbi évtizedben a tudomany gyors fejlodése megteremtette a lehetdségét, hogy a
kutatok in vitro €s in vivo kisérletek nélkiil szamitogép segitségével gatloszereket tervezzenek.
Joseph M. Hayes és munkatarsai ilyen szamitogépes szlirést végeztek, hogy lehetséges aktiv
centrumon keresztiil gatolni képes glikogén-foszforilaz inhibitor molekulékat azonositsanak. A
vizsgalt vegyiiletek koziil a 7 legigéretesebb molekula ki lett valasztva, melyeket professzor Dr.
Somsak Laszl6 és munkacsoportja megszintetizalt. Jelen munkam egyik célja, hogy elvégezziik
a kivélasztott vegyliletek kinetikai méréseit, és Osszehasonlitsuk a szdmitogéppel kapott
eredményeket az in vitro kisérletek soran kapott eredményekkel. A vizsgalataink soran
megallapitottuk, hogy a mért Ki-vel rendelkez6 vegyiiletek kompetitiv moédon gatoljak az enzim
aktiv centrumat. A szimulacio altal legjobb gatloszernek josolt Sc¢ vegyiilet rendelkezett a
legalacsonyabb mért Ki-vel (1,97 uM), de a szamitogépes szdmitasok eldrejelzéseitdl elmaradt.
A 13b (Ki=4,58 uM) 12b (Ki= 26,2 uM) eréssége megfelelt a joslatokkal szemben tamasztott
elvarasoknak. azonban a 13a (Ki = 68,6 uM) és a 13¢ (Ki = 71,1 uM) a vart értéktdl elmarad.
A 12a (Ki = 326 uM) 12¢ (Ki = 540 uM) vegyiiletek sokkal gyengébb inhibitoroknak
bizonyultak, mint azt a szdmitasoktol utdn vartuk.

Munkém masik részében gliik6z analdg inhibitor vegyiiletek SGLT1 és 2 gatloképességét
vizsgaltam. A vizsgalt vegyiiletek kivalasztasanal figyelembe vettilk Sebastian Vidal
Osszefoglald cikkét, melyben azt 4ll, hogy a klinikumban hasznalt SGLT2 inhibitorok
szerkezetéhez hasonl6 glikogén-foszforilaz inhibitorok is képesek lehetnek gatolni az SGLT2

fehérjét. A mar forgalomban 1évé SGLT2 inhibitorok altalanos szerkezete tartalmaz egy
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gliikopiranoz gyftriit, melyhez C-glikozid kotéssel kapcsolddik egy benzolgytirii, emellett még
egy aromas csoportot, melyet metilén hid kot a benzol gylirithez. Munkatarsaim szamos
gliikdzanaldg inhibitort szintetizaltak, amelyek hasonld szerkezettel rendelkeznek, mint a
forgalomban kaphat6 SGLT?2 inhibitorok, de az elsé aromas gylir(i helyett heteroatomas gy{irtit,
pirimidint, oxadiazolt, imidazolt, tiazolt és triazolt, tartalmaz a molekula. A vizsgalat
elvégzéséhez lentivirdlis transzfekcioval létre hoztunk SGLT1 és SGLT2-t fehérjét
overexpresszalo stabil sejtvonalakat. A transzfekcid sikerességét Western blot, és 2-NBDG
felvétel segitségével bizonyitottuk. Tovabbd a sejtvonalakat dapagliflozin segitségével
validaltuk. A tesztelt vegyliletek nem mutattak citotoxicitast. A vizsgalt vegyiileteket 2
csoportra osztottuk, egyik csoport tagjai Gjonnan szintetizalt vegyiiletek, a masik csoport
korabban glikogén-foszforilaz gatlasra vizsgalt vegyiiletek.

Az elsd csoport tagjai kozott néhany (j SGLT-inhibitort azonositottunk, amelyek 1Cso
értékei mikromol tartomédnyban volt, de elmaradtak az ismert C-gliikozil-arén tipust
inhibitorok gatloképességéhez képest. A proximalis aromds csoport, oxadiazol triazolra térténd
cseréje a gatlas 20-30-szoros gyengiiléséhez vezetett (23a vs. 19a és 20a). Egy fenil gytiri
bejuttatasa az 1,2,4-triazol N1-atomjara jelentds hatékonysag javulast eredményezett (23¢ vs.
23a), mig egy hidroxietil csoport azonos helyzetbe kapcsoldsa a gatlas teljes elvesztését okozta
(23a vs. 23b). A 22 (imidazol) a 23a-val (1,2,4-triazol) Osszehasonlitva, amely szintén
tartalmaz NH csoportot, kb. 20-szor hatékonyabbnak bizonyult.

Masodik csoportban a tiazolt tartalmazd vegyiiletek nem mutattak géatlé hatast. A
vegyiiletek tobbsége az SGLT2-t jobban gatolta, mint az SGLT1-et, kivétel a 26b és a 29b
vegyiiletek, melyek az SGLT1-et gatoltdk jobban. Tovabba a 25a — 25b ¢és a 28a — 28b
Osszehasonlitasban, a 2-naftil-szarmazékok erésebb gatoltdk az SGLT2-t, mint az SGLT1-et. A
28b vegyiilet, 3,5 uM SGLT2 ICso értékével, a legjobb inhibitornak bizonyult, és figyelembe
véve a GF nanomol gatlasat, a 28b vegylilet egy tobb célpontu vegytilet, amely kiindulopontja

lehet tovabbi antidiabetikus vizsgalatokban.
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7. SUMMARY

The liver plays an important role in maintaining proper blood glucose levels by gluconeogenesis
and glycogen synthesis/degradation. A key enzyme in glycogen degradation is glycogen
phosphorylase, which catalyses the first step of degradation. The enzyme has 5 ligand binding
sites through which specifically designed molecules can inhibit the activity of the enzyme.
Another important organ for maintaining adequate blood glucose levels is the kidneys. In the
proximal tubule of the kidney, there are two types of sodium-dependent glucose cotransporters
(SGLT1 and 2) responsible for glucose reabsorption. Considering the physiological functions
of SGLT1 and SGLT2, they have become reasonable targets for drug discovery in the 2000s
and several clinical drugs are currently being developed. These SGLT2 inhibitors inhibit
glucose reabsorption, thereby reducing blood glucose levels and increasing urinary excretion
of glucose.

In the last decade, rapid advances in science have made it possible for researchers to design
inhibitors using computers without in vitro and in vivo experiments. Joseph M. Hayes and
colleagues performed such computer screening to identify potential active site inhibitory
glycogen phosphorylase inhibitor molecules. From the compounds screened, the 7 most
promising molecules were selected and synthesized by Dr. Laszl6 Somsak and his team. One
of the aims of the present work is to perform kinetic measurements of the selected compounds
and to compare the computer-generated results with those obtained in in vitro experiments. In
our studies we found that compounds with measured Ki competitively inhibit the active site of
the enzyme. Compound Se¢, which was predicted by simulation to be the best inhibitor, had the
lowest measured Ki (1,97 uM), but fell short of the predictions of the computer calculations.
The potency of compounds 13b (Ki = 4,58 uM) and 12b (Ki = 26,2 uM) met the predictions,
but 13a (Ki = 68,6 uM) and 13c¢ (Ki = 71,1 uM) fell short of the expected values. Compounds
12a (Ki =326 uM) and 12¢ (Ki = 540 uM) proved to be much weaker inhibitors than expected
from the calculations.

In the second part of my work, I investigated the SGLT1 and 2 inhibitory activity of glucose
analogue inhibitor compounds. In the selection of the compounds tested, we took into account
Sebastian Vidal's summary article, which states that glycogen phosphorylase inhibitors similar
to the structure of SGLT2 inhibitors used in clinical practice may also be able to inhibit the
SGLT2 protein. The general structure of the SGLT2 inhibitors already on the market includes
a glycopyranose ring with a benzene ring linked by a C-glycoside bond, and an aromatic group

linked to the benzene ring by a methylene bridge. My colleagues have synthesized a number of
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glucose analogue inhibitors with a similar structure to commercially available SGLT2
inhibitors, but instead of the first aromatic ring, the molecule contains a heteroatomic ring,
pyrimidine, oxadiazole, imidazole, thiazole and triazole. To perform this study, stable cell lines
overexpressing SGLT1 and SGLT2 protein were generated by lentiviral transfection. The
success of the transfection was demonstrated by Western blot and 2-NBDG uptake.
Furthermore, the cell lines were validated using dapagliflozin. The tested compounds showed
no cytotoxicity. They were divided into 2 groups, one group consisting of newly synthesized
compounds and the other group of compounds previously tested for glycogen phosphorylase
inhibition.

Among the members of the first group, we identified some new SGLT inhibitors with 1Cso
values in the micromolar range, but lagging behind the inhibitory activity of known C-glucosyl-
arene type inhibitors. Substitution of the proximal aromatic group, oxadiazole, for triazole led
to a 20-30-fold attenuation of inhibition (23a vs. 19a and 20a). Insertion of a phenyl ring on the
N1 atom of 1,2,4-triazole resulted in a significant efficiency improvement (23¢ vs. 23a), while
switching a hydroxyethyl group to the same position caused a complete loss of inhibition (23a
vs. 23b). Compared with 23a (1,2,4-triazole), which also contains an NH group, 22 (imidazole)
was found to be ~20-fold more effective.

In the second group, compounds containing thiazole showed no inhibitory effect. Most of the
compounds inhibited SGLT2 more than SGLTI, except compounds 26b and 29b, which
inhibited SGLT1 more. Furthermore, in the comparisons 25a - 25b and 28a - 28b, the 2-
naphthyl derivatives inhibited SGLT2 more strongly than SGLT1. Compound 28b, with an
SGLT2 ICso of 3,5 uM, was found to be the best inhibitor, and considering the nanomolar
inhibition of GP, compound 28b is a multi-target compound that could be a starting point for

further antidiabetic studies.
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