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Bevezetés

Cukorbetegség (diabétesz mellitusz) az egyik leggyakoribb betegség, az elmdlt 20 évben
tobb mint haromszorosara nétt az érintett betegek szdma, ezért a diabétesz a 21. szazad egyik
leggyorsabban novekvd egészségligyi kihivasa. A cukorbetegek szaménak ndvekedését
tarsadalmi-gazdasagi, demografiai, kornyezeti és genetikai tényezok egyiittes kolcsonhatasa
segiti el6. A cukorbetegség egy olyan sulyos, hosszu tava (krénikus) betegség, amely akkor
fordul el6, ha a vérben emelkedett a gliilkdz koncentracidja. Ennek oka lehet, hogy a szervezet
nem képes elegendd mennyiségli inzulint eldallitani, vagy az eldallitott inzulin nem tudja
hatékonyan kifejteni a hatasat. Az inzulinhiany, ha hosszu tdvon kezeletlen marad, tébb szervi
karosodast, életveszélyes egészségugyi komplikacidokat okozhat, mint retinopatia, vaksag,
veseelégtelenség, sziv- €s érrendszeri betegségek, neuropatia, stroke, labszar fekély stb.
Amennyiben sikeriill a cukorbetegséget megfeleléen kezelni, akkor ezek a sulyos
szovodmények késleltethetdek, vagy teljes mértékben megelézhetdek.

Két 6 tipusat kiilonboztetjilk meg az 1-es és 2-es tipust cukorbetegséget. Az 1-es tipusu
cukorbetegseget autoimmun reakcié okozza, melynek soran a test immunrendszere tamadja
meg a hasnyalmirigy inzulintermel$ béta-sejtjeit. Az 1-es tipusu cukorbetegségben szenvedd
embereknek napi inzulin injekciokra van sziikségiik a megfeleld vércukorszint fenntartasdhoz.
A megfeleld napi inzulinkezelés, a vércukorszint rendszeres ellendrzése, timogatas €s oktatas
révén egészséges életet élhetnek és késleltethetik, megeldzhetik a cukorbetegséggel jard
szovodményeket. Az 1-es tipusu cukorbetegség barmely életkorban kialakulhat, de
leggyakrabban gyermekeknél ¢és fiataloknal fordul eld. Tipikus tiinetei a tGlzott szomjusag
(polidipszia), gyakori vizelés (poliuria), faradtsag, allandd éhség, hirtelen sulyvesztés, 4gyba
vizelés és homalyos latas.

A 2-es tipusu cukorbetegség soran test sejtjei nem képesek teljes mértékben reagalni az
inzulinra, igy tobb glik6z marad a vérben, melyet inzulin rezisztencidnak is nevezziik. Ebben
az allapotaban csokken a hormon hatékonysaga, és ezért névekszik az inzulintermelés. Idével
a hasnyalmirigy béta-sejtjei nem tudnak 1épést tartani a kereslettel, és nem megfeleld
inzulintermelés alakul ki. Leggyakrabban az idésebb felnétteknél tapasztaljuk, de novekvo
elhizés, testi inaktivitas és nem megfelel6 étrend miatt egyre inkabb gyermekeknél és fiatalabb
feln6tteknél is el6fordul. A 2-es tipusu diabétesznek hasonloak a tiinetei, mint az 1-es tipusu
cukorbetegségnek, de a megjelenése kevéshé dramai. A 2-es tipusl cukorbetegség kezelésének
fontos része az egészséges életmdd, mely magaba foglalja a rendszeres testmozgast, egészséges

étrendet, a dohanyzas abbahagyasat és az egeszséges testsuly fenntartidsat. Ha az életmod



megvaltoztatasanak kisérletei nem elegendéek a vércukorszint szabalyozasahoz, oralis
gyogyszeres kezelés sziikséges. Ha az oralis antidiabetikumok nem képesek megfeleléen

szabalyozni a vércukorszintet, sziikség lehet inzulin injekciokra is.

Glikogén anyagcsere

A napi glukoz felhasznalas nagy része aerob Uton az agyban torténik. A fennmarado rész
legnagyobb részét a vorosvérsejtek, a vazizom és a szivizom hasznositja. Testlink glikozt
nyerhet kozvetleniil az étrendbdl vagy aminosavakbdl, laktatbol gliikoneogenezis utjan. Ebbdl
a két elsddleges forrasbol nyert gliikoz vagy kering a véraramban, vagy a szervezet polimer
formaban, glikogénben tarolja.

A glikogén olyan elagazo lancu gliikkoz polimer, amelyet a-(1,4)- és az elagazasoknal -
(1,6)-glikozidos kotések kotnek 0ssze. Sejtekben a glikogén glikoszomaban, fehérje és glikogén
komplexében talalhatd. Leginkdbb a maj és az izmok raktaroznak glikogént, de egyéb
szervekben is megtalalhatd. A maj az egyetlen olyan szdvet, amely képes a glikogénbdl
felszabaditott gliikdzt a véraramba juttatni, igy szabalyozva a vércukorszintet, igy a méj
glikogén raktarai tekinthetéek a vércukorszint f6 pufferének. Mas szovetek is képesek
szintetizalni és lebontani a glikogént, de ezt a gliikozt csak a sejtjeik sajat energiaigényeinek
fedezésére hasznaljak. A glikogén homeosztazis magaban foglalja a glikogén szintézisének
(glikogenezis) és a glikogén bomléasénak (glikogenolizis) dsszehangolt szabalyozasat. A két
folyamat reciprokszabalyozéassal miikodik. A glikogenolizist serkentd hormonok (gliikagon,
kortizol, adrenalin, noradrenalin) egyidejlileg gatoljak a glikogenezist. Ezzel szemben az
inzulin, amely stimulalja a glikogenezist, mik6zben gatolja a glikogenolizist.

A glikogén szintézis kulcsenzime a glikogén-szintaz (GS). a-1,4 kotések kialakitaséara
képes, ehhez UDP-glukozt hasznal szubsztratként. A lebontas kulcsenzime a glikogén
foszforilaz (GF), melynek aktivitasat a foszforilacids allapota szabalyozza. A foszforilaz
feladata foszforolitikusan lebontani a glikogént az a-(1,4) kotések hasitasaval. A reakcid
terméke glukoz-1-foszfat. Normal korllmények kozott a GF dimer szerkezetii és fontos
szerepet tolt be a vércukorszint szabalyozasaban, ezért egyik lehetséges célpontja a
gyogyszerkutatasoknak. Szamos kutatocsoport tervezett vegylleteket, melyek az enzim
gatlasan keresztll csokkenthetik a vércukorszintet. A dimer enzimrontgenkrisztallografias
vizsgalatai megeroésitették, hogy egy-egy alegységeén 5 ligand kotohely talalhato. Els6sorban az
aktiv centrumhoz és a nukleotid kotéhelyekhez kapcesolodo, specifikusan tervezett molekulak
gatolhatjak hatékonyan az enzim aktivitasat.



Glikogénanyagcsere szabalyozéasaban résztvevd kinazok aktivitadsat foként a cCAMP ¢és
Ca?" iranyitja. A glikagon cAMP-n keresztiil stimulalja a GF foszforilaciojat. A glilkkagon
aktivalja az adenilat-ciklazt, mely cAMP-t termel. A keletkezett cAMP aktivalja a CAMP-
fliggd protein kinazt, amely foszforilalja a foszforilaz kinazt. Utobbi pedig a GF-t foszforilalja,
és aktiv enzim (GFa) képzddik és beindul a glikogénlebontas. Megemelkedett Ca?*
koncentracid is stimulalja a glikogén lebontast, mert foszforilaz kinaz aktivitasat noveli. gy hat
a vazopresszin, az adrenalin, az oxitocin, és az angiotenzin 2 is. A foszfatdzok is képesek
befolyasolni a glikogén lebontést, hiszen defoszforilacidval inaktivaljak a GFa-t, aktivaljak a

GS-t, beinditva a glikogénszintézist.

Glukdz transzporterek

Emlds sejtekben a gliikdz transzportjat a sejtmembranban talalhaté gliikkoz transzporterek
biztositjak. A transzportereket szerkezetileg és funkcionalisan 2 tipusra oszthatjuk: Glukoz
transzporterek (GLUT), melyek facilitalt diffazioval miikodnek, és a natrium-glikoz ko-
transzporterek (SGLT), amelyek aktiv transzporttal szallitjak a glikdzt a koncentréacié-gradiens
ellenében natriumionnal kotdtten. A GLUT-ok azonossa teszik a plazmamembran mindkét
képesek Kkét kiilonbozé gliikoz koncentraciot 1étrehozni a membran két oldala kozott, mert
natriumiongradiens a hajtoereje a glikozfelvételnek.

SGLT-k a membranfehérjék egyik nagy csaladjat alkotjak. Az SGLT fehérjéknek hat
human izoforméajat kilonboztetjik meg. Ezek koziil a SGLT1 és az SGLT2 a legjobban ismert,
mivel kulcsszerepet jatszanak a glikoz és a natriumion transzportjaban a bél és vese hamsejtek
membranjan keresztiil. SGLT1 javarészt a vékonybélben gliikoz felszivodaséaért, mig az SGLT2
funkcioit, ésszeriien a gyogyszerkutatasok célpontjai lettek. 1987-ben arrél szdmoltak be, hogy
a florizin, mely SGLT1 és SGLT2 természetben eléforduld inhibitora, enyhiti a cukorbetegség
tlneteit hasnyalmirigy eltavolitason atesett patkanyokban. Késébbiekben a florizin szerkezetét
alapul veve kezdtek el SGLT2 inhibitorokat fejleszteni, és sikerilt is olyan vegyiileteket talalni,
amelyeket mar engedélyeztek is.

Huméan SGLT2 Ku-értékei glikdzra 2 mM és natriumionra 25 mM, és az SGLT1-t6l
eltéréen az SGLT2 alacsony affinitasu, nagy kapacitasu glikoz-transzporter. Vesében SGLT2
és az SGLT1 tovabbitja a proximalis kanyarulatos csatorna apikalis membranjan keresztiil a
glukozt a sejtek belsejébe, és GLUT2 és GLUT1 utjan tavozik a bazolateralis membranon at.

SGLT2 emberekben és a ragcsalokban a proximalis tubulus felsd részében (S1 és S2



szegmensben), mig az SGLT1 a proximalis tubulus als6 részében (S3 szegmensben)
expresszalddik. Euglikémia (artérids vércukor koncentracio 5.5 + 0.5 mmol/l) esetén a filtralt
gliikoz visszaszivasat 80% vagy annal magasabb ardnyban az SGLT2 végzi, mig az SGLT1 a
is kilonbozik a két transzporter kdzott: az SGLT2 1:1 aranyban, mig az SGLT1 1:2 aranyban
szallitja a glukozt és a natriumiont. Amikor SGLT?2 farmakoldgiai gatlasat idézziik el6, a gliikkoz
mennyisége megnd a proximadlis tubulus disztalis részében, és ekkor SGLT1 probalja
kompenzalni a glikoz reabszorpcidjat. Ezért az SGLT2 gatlokkal kezelt euglikémias emberek

frakcionalt glikdz-reabszorpcidja csak 40-50%-ra csokken.

SGLT2 inhibitorok

Jelenlegi hiperglikémias szerek a diabétesz patofiziologiai hatasat, étvagyszabalyozast,
tdpanyagok felszivodasat és kivalasztasat célozzak meg. A hiperglikémias szerek a kovetkezd
mechanizmusokkal —csokkentik a vércukor szintet: a metformin gatolja a mjj
glikoneogenezisét; a szulfonilkarbamid-szarmazékok és a glukagon-szeri peptid 1 (GLP-1)
analégok és dipeptidil-peptid 4 (DPP) inhibitorok ndévelik a hasnyalmirigyben az inzulin
ordlis antidiabetikus szerekkel gyakran nehéz optimalis tartomanyon belil tartani. Ha egyetlen
szer alkalmazasaval nem sikeriil megfeleld eredményt elérni, akkor kombinalt terapia ajanlott,
tobbféle, kiilonbozé6 hatdsmechanizmussal rendelkezé gyogyszer felhasznalasaval. A
hipoglikémias gydgyszerek hasznalatanak 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 terapiakon tal
a gyogyszertervezes 1) megkozelitése a kettds vagy tobb célponti vegyiiletek keresése, amelyek
tobb biologiai makromolekulara is hathatnak. A 2-es tipust diabétesz Osszefliggésében
nemrégiben felllvizsgaltak az ilyen tobbcélu gyogyszerek kifejlesztését. A piacon a legUjabb
antidiabetikus gyogyszerek a natrium-fiiggé gliik6z kotranszporter 2 (SGLT2) inhibitorok,
amelyeket gliflozinoknak neveznek. A gliflozinok csokkentik a glikoz renalis felszivodasat,
novelik a glikoz koncentracidjat a kiuritett vizeletben, ezéltal csokken a vércukorszint
cukorbeteg betegek. Jelenleg hét forgalomban 1évé SGLT2 gatldo all rendelkezésre oralis
antidiabetikumokkeént a 2-es tipusu cukorbetegségben val6 alkalmazasra.

A gliflozinokat 6nmagéaban, vagy mas oralis antidiabetikus gyogyszerekkel kombinalva
alkalmazzak. SGLT?2 inhibitoroknak az SGLT2 szelektivitasuk eltérd, mert az SGLT1-et is
gatoljak. Az SGLT2/SGLT1 szelektivitas 1000-szeres vagy annal magasabb a dapagliflozin, az



empagliflozin, a luseogliflozin, ertugliflozin és a tofogliflozin esetében, mig a canagliflozin és
az ipragliflozin szelektivitasa alacsonyabb, 190. illetve és 250-szeres. A szotagliflozint, az
SGLT2 ¢és az SGLTI kett6s inhibitorat az Eurdpai GyoOgyszerigynokség jovahagyta, az
amerikai szervezet azonban nem engedélyezte az inzulin kiegeszitéseként a 1-es tipusu
cukorbetegségben, A gyodgyszer kettds hatasu, tompitja és késlelteti a glikoz felszivodasat a
gyomor-bél traktusbdl, és a gliikoz visszaszivodasat a vese proximalis tubulusaban. Preklinikai
vizsgélatokban diabéteszes &llatmodellekben az SGLT2-inhibitorok csokkentették az éhomi és
nem éhomi vércukorszintet, a HbA1c szintet, a vérnyomast, és javitottak a glikoz intoleranciat.
Az SGLT2 gatloszerekkel végzett metaanalizisek kimutattak, hogy a gliflozinokkal kezelt 2-es
tipust diabétesszel és sziv- és érrendszeri betegséggel rendelkezék korében csokkent a
halalozas és a kdrhazi apolés ideje, és barmilyen okbol bekdvetkezett halalesetek szama, amikor
a vizsgalati gydgyszert hozzaadtak a szokasos ellatdshoz. A legfrissebb tanulmanyok arrdl
szamoltak be, hogy az SGLT2 inhibitorok vesevédd hatassal rendelkeznek a diabéteszes
nefropatias allat modellekben, és a vesevédo hatasat klinikai vizsgalatokban is kimutattak.

A gliflozint szed6 betegeknél ritkan kialakulhat diabéteszes ketoacidozis, amely a
cukorbetegség egyik sulyos szovodménye, és életveszélyes lehet. Ezen esetek egy részében a
ketoaciddzis ugy alakult ki, hogy a betegek vércukorszintje nem volt olyan magas, mint vartak.

Kémiailag a mar engedélyezett gliflozinek C-glukopiranozilarilmetil(het)arének. A
florizin farmakodinamikai és farmakokinetikai tulajdonsagainak javitasa érdekében, szdmos
szerkezet-aktivitads oOsszefliggést vizsgaltak a vegyulet alapvazanak modositasaival. Ennek
eredménye lett szamos O- és N-glikozid vegydlet, melyek kozil végul C-gliikozil szerkezet lett
a legmegfelelobb. Miutdn véletlenll felfedezték a glikozil- és benzil csoportok rendkivil
elényos meta elhelyezkedését a proximalis aromdas gyiiriin, ez az alapvaz valt a tovabbi
szerkezet-aktivitas Osszefliggést vizsgalo kisérletek vezetd strukturajava, melyen a cukorrész,
az aromas gyuruk, és kozottiik levé metilén-hid cseréjével, modositasaval vizsgaltak az tjonnan
szintetizalt molekulak hatdsat. Mig a disztalis aromas csoport cseréjét kiterjedten vizsgaltak,
amelynek eredménye a mar forgalmazott kanagliflozin és ipragliflozin lett, sokkal kevesebb
tanulméany foglalkozott a proximdlis benzol egység heterociklusos vegyulettel torténéd
helyettesitésével. Az ismert szerkezetek kdzé tartoznak a tiofén, a pirrol, a tiazol, a piridin, a
piridazin és a pirazin gyirik, amelyek ICso értékeik alacsony nM-tél alacsony uM tartomanyig
megtalalhatdak. Az ICso értékek erdsen fiiggenek a heterociklusos csoporttdl. A fenolos -OH
csoport bevezetése a proximalis gyliriin orto helyzetében tobb esetben is eldnydsnek bizonyult,
kiemelve a hidrogénkdtés-kotést alkoto csoport lehetséges szerepét ebben a régidban. Tervezték

a proximalis benzolgyliri tovabbi cseréjét, mivel a heterociklus lényeges hatassal lehet a



molekulak hatékonysagara. El6relathatolag az imidazol- és 1,2,4-triazolszarmazekok H-
kotéseket képezhetnek az el6bbi fenolos -OH helyzetéhez kozel. Tovabba, figyelembe véve,
hogy a glukozil-bifenil-szarmazék gatolja az SGLT-ket, igy ezeknek a vegyileteknek a
tanulmanyozasat is tervbe vették. Emellett sok hasonlo szerkezettel rendelkez6 szarmazék
glikogén-foszforilaz hatékony gatldszere is, melyek korabban a 2-es tipust cukorbetegség
elleni kuzdelem masik célpontjanak bizonyultak. Ezek a vegyiletek rendelkezhetnek SGLT-

GP kettds gatld hatdssal, melyet korabban még nem vizsgaltak.



Célkituzések

A cukorbetegség széles kdrben elterjedt, és a betegek szama a mai napig novekszik. A
cukorbetegseg leggyakoribb tlinete a hiperglikémia, amelynek csokkentése a betegseg
kezelésenek egyik legfontosabb része. Az ordlis hipoglikémias gyogyszerek korében talalhato
néhany 0j gyogyszer, amelyek csokkentik a magas vércukorszintet, ilyen a natrium-gliikéz
kotranszporter 2 inhibitorok (SGLT2). Az SGLT2 inhibitorok altalanos szerkezete Sebastian
Vidal osszefoglald cikke alapjan tartalmaz egy gliikopirandz gytiriit, melyhez C-glikozid
kotéssel kapcsolodik egy benzolgytirti, emellett még egy aromds csoportot metilén hid kot a
benzolgyirih6z.

Kutatdcsoportom tobb mint 20 éve azonosit glikogén-foszforilaz (GF) gatldszereket, de
ezek a vegylletek nem valtak klinikumban alkalmazott gyogyszerekké. Munkatarsaink szamos
glikdzanaldg inhibitort szintetizaltak, amelyek hasonl6é szerkezettel rendelkeznek, mint a
forgalomban kaphat6 SGLT?2 inhibitorok, de az els6 aromas gytri helyett egy heteroatomas
gytrit, példaul benzol helyett pirimidint, oxadiazolt és triazolt, tartalmaz a molekula

Ezért munkam legfontosabb céljait a alabbiakban fogalmazom meg.:

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

o Uj sejtvonalak létrehozéasa, amelyek stabilan, a vad tipust sejteknél nagyobb
mennyiségben termelik az SGLT1 és 2 fehérjéket, ezaltal alkalmasak a lehetséges
SGLT1 és 2 gatloszerek azonositasara és gatlasi alanddjuk meghatarozasara;

e Minél tébb potencialis SGLT 1 és 2 gatloszert azonositani a sejtes rendszerek
segitségével és gatlasi allandéjuk meghatarozasa;

e Felulvizsgélni a kordbban mar azonositott GF inhibitor vegyleteket, melyeknek a
szerkezete hasonldsdgokat mutat az SGLT inhibitorok altalanos szerkezetével,
meghatarozni ezen vegylletek gatolasi adatait az SGLT1 és 2 fehérjékre sejtes

rendszerben.



MODSZEREK

Vazizom glikogén foszforilaz b enzim preparatum nyal vazizombdl

Homogén GFb-t nyul vazizombol Fischer és Krebs szerint allitottunk el, haromszor
atkristalyositottuk, és a kristalyokat TEM pufferben (40 mM Tris-HCI, 2 mM EDTA,10 mM
ME, pH=6,8) oldottuk. A nukleotidokat (elsdsorban AMP-t) Norit A cellul6z kezeléssel
tavolitottuk el. A preparatumok specifikus enzimaktivitasa 48-55 E/mg volt 16 mM G-1-P, 1
% glikogén és 1 mM AMP jelenlétében. A homogenitdst SDS-poliakrilamid
gélelektroforézissel ellendriztiik, €s egyetlen kb. 95 kDa molekulatomegii fehérje festodését

észleltiik.

Tisztitott izom glikogén foszforilaz aktivitdsanak meghatarozasa

A tisztitott glikogén foszforilazokkal vegzett kinetikai méréseket az irodalombdl ismert
modszer alapjan végeztuk. Az enzim aktivitisat a glikogén szintézis iranyaba (az in vivo
folyamattal ellentétesen) mértiikk. A vazizom és maj GFa aktivitasat kiilonb6z6 koncentracioju
(2-16 mM) G-1-P, és alland6 koncentracioju (1 %) glikogén jelenlétében hataroztuk meg 50
mM trietanol-amin, 100 mM KCI, 1 mM EDTA (pH=6,8) puffer jelenlétében. VVazizom GFb
esetében 1 mM AMP-t (mint aktivatort) is tartalmazott az inkubéacios elegy. Az aktivitast 30°C-
on hataroztuk meg ¢€s az inkubacids id6t gy allitottuk be, hogy a szubsztratnak (G-1-P)
legfeljebb 20 %-a alakuljon &t. Egységnyinek tekintettik a GF azon mennyiségét, amely egy

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

Glikogén foszforilaz gatlészerek vizsgalata: Ki és 1Cso meghatarozasa

A vizsgalt vegyuletek (lehetséges GF inhibitorok) gatlasi allanddinak meghatarozasahoz
a Dixon-féle abrazolast hasznaltuk. A feltevésink az volt, hogy a glikozbdl szintetizalt
molekuldk a GF-hez kotédnek kovetve a Michaelis-Menten kinetikat. A Michaelis-Menten
egyenlet egy hiperbola, amelybdl az enzimreakcié maximalis sebessége (Vmax) és a Michaelis-
Menten (Km) alland6 meghatarozhatd. Az allanddk grafikus meghatarozasanak egyik
lehet6sége az eredeti egyenlet linearizalasa, az igynevezett Lineweaver-Burk abrazolas. Ez a
linearizalas azon alapul, hogy az eredeti egyenlet reciprokat vessziik, az igy kapott egyenes
tengely metszeteib6l mar pontosabban hatarozhatok meg az enzimreakcio allandoi. Ha az
enzimreakcio sebességét tobb kiilonb6z6 inhibitor- és szubsztrat-koncentracional is
megmeérjik, akkor a linerizalt Lineweaver-Burk abrazolasnal is egyeneseket kapunk a gatloszer

crcr

tartozo inhibitor-koncentracio fuggvényében abrazolva egy uj gorbet kapunk (Gn. Dixon-



diagram), aminek az x-tengely metszete adja a gatlasi allandét (Ki). A mérési adatok
szamitogépes kiértékelésével (GraphPad Prism) hataroztuk meg a gatlési allandokat.

Olyan vegyiletek esetén, amelyek még nagy koncentricidéban sem gétoljak jol a GF
enzimet a maximalisan elérhetd aktivitas 50 %-0s gatlasahoz sziikséges inhibitor-koncentracio
(ICs0) meghatérozasa az elterjedt modszer. A mérés lenyege azonos a Ki meghatarozasaval, a
kilonbség annyi, hogy az ICso meghatarozasahoz egyetlen szubsztrat-koncentracio mellett
valtoztatjuk az inhibitor koncentracidjat és az 50 %-o0s reakcidsebességhez szlikséges gatldszer

koncentracidjat nevezziik 1Cso-nek.

Sejt kultara

TSA201 (humén embrionalis vese) sejteket 25 mM gliikoz tartalmd tapoldatban tartottuk,
mely tartalmazott 10 % FBS-t, és 1,5 % L-glutamint. Az overexpresszidval létrehozott
sejtvonalak tapoldata tartalmazott még 10 ug/ml puromycint. A sejteket T-75-0s sejttenyésztd
flaskéban tartottuk 37 °C-on 5% CO. tartalmazd inkubatorban. Passzéalds sordn tripszint

hasznaltunk, és foszfat pufferrel mostuk a sejteket.

Lentiviralis transzfekcio

100 ezer sejtet raktunk ki 24 lyukd plate lyukaiba, és 24 6raig inkubatorban tartottuk 37
°C-on. Kovetkez6 napon lecseréltiik a sejtek a tapoldatat Gijra, mely 8 pg/ml hexadimetrin
bromidot, és a megfeleld lyukak a lentiviralis vektort tartalmazott. 24 6ra mulva lecseréltiik a
sejtek tapoldatat friss médiumra. 3 nap mulva a sejteket Osszegyijtottik, és T-25 tenyésztd
flaskaba helyeztiik at. 5. napon 10 ug/ml puromycint adtunk hozza a sejtek tapoldatahoz, melyet
a tovabbiakban minden alkalommal hozzaadtunk a sejtek frissmédiuméahoz. Ezt kdvetden 2
naponta friss médiumra cseréltiik a sejtek tapoldatat, amig a szelekcid teljesen végbe nem ment
a kontroll sejtekhez viszonyitva.

Western blot

Sejteket 60 mm-es petri csészében tenyésztettilk. Sejtek Osszegytijtése eldtt foszfat
pufferrel mostuk, majd jégen 100 ul TET lizis pufferel 6sszegyiijtottiik. A lizatumot 45 percig
inkubaltuk jégen, és 3-szor vortexeltiik, majd -80 °C-on téaroltuk. A lizatumok kiolvasztasa utan
megmeértiik a fehérje tartalmukat, mintapuffert hozza adva féztiik a mintakat 10 percig 100°C-
on. A mintaban talalhaté fehérjéket SDS-PAGE (natrium-dodecil-szulfat - poliakrilamid
gélelektoforezis) modszerrel valasztottuk el. 4-16%-o0s gradiens gélre vittik fel a mintakat. Az
elektroforézis 80 volton elfo pufferben futott. A gélelektroforézis utan a gélrdl a fehérjéket

PVDF (polivinilidén-fluorid) membranra transzferaltuk at, melyhez transzfer puffert



hasznaltunk 60 percig konstans 0,35 ampererésséggel. Blottolas utan a nem specifikus antitest
kotodések megelézése érdekében 5%-0s BSA oldattal (szarvasmarha szérum albumin)
blokkoltuk a membrant 1 6ran keresztiil. Blokkolas utan elkészitettik a SGLT1, SGLT2,
GAPDH antitestek oldatait 1 %-0s BSA oldatban, és a membran megfelelé részleteit
belehelyeztiik a megfeleld oldatokba. Egy éjszakan at inkubaltuk a membran részleteket 4 °C-
on. Mésnap a membrén darabokat 3-szor TBST oldattal mostuk, majd TBST oldatban oldva a
megfeleld masodlagos antitestben inkubaltuk 1 oran keresztiil. Inkubacié utan 2szer mostuk
TBST oldattal, majd 1szer TBS oldattal. A masodlagos antitestek tormaperoxidaz kapcsoltak,
ezért kemilumineszcens szubsztrat tartalmu oldattal detektaltuk a vizsgélt fehérjéket. Az
eredmeényeket ChemiDoc Touch Imaging System segitségével hivtuk elé. Az adatokat Image

Lab szoftverrel analizaltuk.

Fehérje méreés

Fehérje koncentracié meghatarozasara BCA mddszert hasznaltunk. 96 lyuki plate-ben
veégeztik a kisérleteket. Egy lyukba 25 pl mintat mértiink, melyhez 100 ul BCA reagenst adtunk
hozza. 30 percig 37 °C-on inkubaltuk, ezt kdvetdéen fotométerben 562 nm-en mértik az

abszorbancia értékeket.

Glukozfelvetel mérés

25 ezer overexpresszio nélkili és SGLT1/2 overexpressziét tartalmazd TSA201 sejtet
raktunk ki poli-L-lizinnel el6kezelt 96 lyuka platekre. Kovetkez6 nap a sejtek médiumat
lecseréltiik, és cukormentes mediumra cseréltiik, mely tartalmazott FBS-t, L-glutamint, és a
tesztelni kivant vegyilet. Az éheztetés utan a sejtek médiumahoz 100 uM 2-NBDG-t adtunk,
és fél oraig inkubaltuk. inkubacid utan eltavolitottuk a feltluszét, 2-szer mostuk foszfat
pufferrel, és KH2POg4 lizis puffert adtunk hozza, és -20 °C-on taroltuk a mintakat. Kiolvasztas
utdn a mintakat szuszpendaltuk, és fluoriméter segitségével mértiik a fluoreszcens jelet
(gerjesztési hulldmhossz: 485 nm, emisszidés hulldmhossz: 538 nm). Ez kovetden mértiik a

mintak fehérje tartalmat, amellyel normalizaltuk a sejtek glikdzfelvételét.

SGLT1 és SGLT2 ICso szamitas

Miutan kivalasztottuk az optimalis koncentracio tartomanyt, mindegyik vegyuletet
teszteltiik legalabb 4 kiilonb6z6 koncentracioval (0,1 és 1000 uM). Overexpresszié nélkili
sejtvonal glikoz felvétel értékeit kivontuk az overexpresszalt sejtvonal értékeibdl, tehat az
overexpresszalt kontrolbol kivonva az eredeti kontrollt kapjuk a 100 %-ot. Minden szdmitashoz

a GraphPad Prism szoftvert hasznaltuk. Az adatokat logaritmikus skalan abrazoltuk inhibitor



koncentracid fuggvényeben. Az ICso ertékeket nem linearis regresszio analizissel szamitottuk

szigmoidalis dozis-valasz gorbékbdl.

Citotoxicitds mérés

TSA201 sejteket hasznaltunk, melyeknek az életképességét fluoreszcens CyQUANT
assay segitségével mértiink. 25 ezer sejtet raktunk a 96 lyukd plate lyukaiba. Kovetkez6 nap
eltavolitottuk a sejtek feliluszojat, és friss teljes mediumra cseréltik, mely tartalmazta a
vizsgalni kivant molekulékat (1 mM) és a doxorubicint (2 ng/ml) negativ kontrollként. Pozitiv
kontroll csak DMSO-t tartalmazott. 4 ora inkubacio utan eltavolitottuk a feltiluszot, és mostuk
a sejteket foszfat pufferrel, majd lefagyasztottuk a plateket. Kovetkez6 nap kiolvasztottuk a
plateket, és 200 pul CyQUANT reagenst adtunk a lyukakhoz. Fényt6l védve 5 perc
szobahdmérsékleten torténé inkubacid utdn fluoriméterrel mértik a fluoreszcens jelet
(gerjesztési hulldmhossz: 480 nm, emissziés hulldamhossz: 520 nm). A kapott értékeket a

kontrolhoz viszonyitva abrazoltuk.



Eredmeények és megbeszélésik

C-p-D-glukopiranozil-azol vegyuletek szerkezet — gatlas vizsgalata

Az elmult évtizedek tudomdényos fejlédése 1j lehetdségeket nyitott 0j potencialis
gyogyszer molekulak kutatdsara. Szamitastechnika felhasznalasaval létrejott a szerkezet és
ligandum alapu tervezés. Kordbban vizsgalt vegylletek szerkezeti dsszefuggeseit felismerve
Joseph M. Hayes és munkatarsai szamitdgepes szimulacioval olyan uj C-p-D-glukopiranozil-
azol vegyluleteket modelleztek, amelyeket korabban még nem szintetizaltak, és nem vizsgaltak
GF inhibitorokként. A szimul&cié soran a vegyuleteket az aktiv centrumhoz vald kotédési
erejik alapjan rangsoroltdk. A modellezett molekuldk kozll hét vegyllet lett kivalasztva,
melyeknek a szintetizalasat a Debreceni Egyetem Szerves Kémiai Tanszékén Dr. Somsak
Laszl6 munkacsoportja végezte. Az elkésziilt vegyiletek nyal vazizom glikogén foszforilaz b-
n végzett mérési, elemzési feladatai a mi feladatunk volt, és 6sszehasonlitani a szimulaciéval

kapott értekeket az in vitro kisérleti eredmeényekkel.

1. téblazat. 7 kivélasztott C-B-D-glukopiranozil-heterociklus szerkezete (A tovabbiakban a
vegyuletek kodjat — amelyet a szintézist végzé munkatarsak alkalmaztak - hasznéljuk és csak a

fontosabb szerkezeteket emlitjik kémiai névvel.)
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Hasonl6an a kordbban vizsgalt glikoz szarmazek inhibitorokhoz, az altalunk vizsgalt
vegyliletek is kompetitiv gatloszereknek bizonyultak, amelyet a vegytletek Dixon-diagramjai
bizonyitanak, hiszen diagramok egyeneseinek metszés pontjai az x tengely negativ
tartomanyaban talalhatéak, amely a kompetitiv gatlas jellemzoje.

A vizsgalt vegyiiletek kozil a leghatékonyabbnak josolt 5c¢ vegyilet volt képes
legerésebben gatolni a GFb-t (Ki = 1,97 uM), de gatl6 hatasa elmaradt a korabban vizsgalt
analégok nanomol gétlési értékeit6l. A 13b imidazol-szarmazék (Ki = 4,58 uM) gatloképessége
a szamitasoknak megfelelden alakult, azonban a 13a (Ki = 68,6 uM) ¢és a 13c (Ki = 71,1 uM)
szamolt értékei elmaradtak a mért értékekhez képest, utdbbi eltéréseknek az oka a szimulacio
modell készletének beallitasaiban keresendé. A tiazol-szarmazékok kdzll a 12b mért értéke (Ki
= 26,2 uM) hasonl6 a szimulacios értékhez képest, de 12a fenil-szdrmazék (Ki = 326 uM) és
12c 1-naftil-szarmazék (Ki= 540 uM) vegyiiletek sokkal kevésbé gatoljak a GFb-t, mint vartuk.

SGLT1 és 2 ICso meghatarozas

Glikogén foszforilaz inhibitorokbdl sajnos nem sziletett a klinikumban alkalmazott
gyogyszer. Azonban S. Vidal 6sszefoglalé cikke alapjan (Donnier-Maréchal M, Vidal S:
Glycogen phosphorylase inhibitors: a patent review (2013 - 2015). Expert Opin Ther Pat.
2016;26(2):199-212.) a mar forgalomban 1évé SGLT2 inhibitorok altalanos szerkezete
tartalmaz egy glilkopiran6z gytiriit, melyhez C-glikozid kotéssel kapcsolddik egy benzolgytirt,
emellett még egy aroméas csoportot, melyet metilén hid kot a benzolgytirith6z. Munkatéarsaim
szamos gliikdzanalog inhibitort szintetizaltak, amelyek hasonlo szerkezettel rendelkeznek, mint
a forgalomban kaphaté6 SGLT2 inhibitorok, de az els6 aromas gylirQi helyett heteroatomas
gyirit: pirimidint, oxadiazolt vagy triazolt, tartalmaz a molekula. Ezért a benzolgyiirii helyett
heteroaromascsoportot tartalmazéd molekulak vizsgalatat tiiztem ki célul, mint lehetséges SGLT

inhibitort.

2. tablazat: SGLT1 és 2 gatlasra tesztelt vegyiletek
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A vegytletek SGLT géatlé hatdsanak mérésére két Uj stabil sejtvonalat hoztunk létre

lentiviralis vektor segitségével, melyek nagy mennyiségben expresszaljak az SGLT1 és SGLT2
fehérjét. A transzfekcio eredményét Western blot technikéval ellendriztiik. Az eredmények azt
igazoltdk, hogy jelentésen megemelkedett mindkét membréntranszport fehérje mennyisége.

Emellett a transzfekcio utan a sejtek glikdzfelvételét is vizsgaltuk. A sejteket, mint a
késobbiekben is 2-NBDG-vel kezeltiik. A felvett gliikoz mennyisége kozel dupldjara nott
mindkét sejtvonal esetében. A sejtvonalakat dapagliflozin segitségével validaltuk, tovabba
megvizsgaltuk a florizin, SGLT1 és 2 inhibitor hatdsat. A kezelt csoport glukozfelvétele
jelentdsen lecsokkent a kezeletlen csoport altal felvett gliikoz mennyiségéhez képest.

A Kisérleteinkhez felhasznalt glikoz szarmazék inhibitorokat Somsak Laszl6 és
kutatdcsoportja biztositotta szamunkra. A vizsgalt molekuldinknak, melyek gatlé hatassal
rendelkeztek, megvizsgaltuk a citotoxicitasat is. Egyik vegyulet esetében sem tapasztaltunk
citotoxicitast.

A vizsgalt vegyleteket 2 csoportra osztottuk, az egyik csoport tagjai Ujonnan szintetizalt
vegyuleteket, a masik csoport mar korabban glikogén foszforilaz gatlasra vizsgalt vegylileteket
tartalmazta. Az elsé csoport tagjai k§zott azonositottunk mikromolar tartomanyban gatolni
képes vegyiileteket (19a, 20a, 22 és 23c). Ezen vegyuletek gyengébb gatld hatast mutattak, mint
az ismert C-glikozil-arén tipusu inhibitor, dapagliflozin (18), de aktivitasuk meghaladta a



florizinét (17). Emellett megerdsitettik korabbi megfigyelésiinket, amely szerint a C-
gliikkozil(het)arén tipusa SGLT2 inhibitorok proximalis aromas gytirijének heterociklusokkal
torténd helyettesitése csokkenti a gatlast, amelynek mértéke erésen fligg a heteroaromas gyt
szerkezetétol.

A benzil-szubsztitualt oxadiazol vegyiiletekben az oxadiazolgyliri jelenléte nem
befolyésolta szignifikdnsan a gatl6 hatast (19a és 20a). A heterociklusos oxadiazol
oxigénatomjanak H-kdtésre képes NH-csoporttal torténd cseréje, (megfelelé 1,2,4-triazolt
eredményezve) a gatlas 20-30-szoros gyenguléséhez vezetett (23a vs. 19a es 20a). Egy
fenilgylir(i bejuttatasa az 1,2,4-triazol N1-atomjara jelentGsen novelte a hatékonysagot (23c vs.
23a), mig egy hidroxi-etilcsoport azonos helyzetbe vald bejuttatasa a gatlas teljes elvesztését
okozta (23a vs. 23b). A 22 (imidazol) vegyulet 6sszehasonlitva a 23a-val (1,2,4-triazol), amely
szintén tartalmaz NH csoportot, ~20-szor hatékonyabbnak bizonyult.

Az NH-csoport szerepe ellentmondasosnak tlinik, mivel a 22 vegyiilet erdsebb, mig a 23a
gyengébb inhibitor. Feltételezzik, hogy ez a 23a, 1,2,4-triazol hérom lehetséges
tautomerformajanak eredménye lehet, amelyek koziil csak egy kotddhet a fehérjéhez, mig a 22
vegylletben talalhatd imidazol esetében a formalisan 1étez6 tautomerek Iényegében
megegyeznek egy lehetséges protonalddas kdvetkeztében.

A gétldhatas emellett nagymertékben fligg az inhibitormolekula disztalis aroméas
gytriijének szubsztiticiojatol. Az 1,2,4- és 1,3,4-oxadiazolok esetében csak a szubsztitualatlan
szarmazékok (19a. és 20a.) gatolnak, mig egy metoxi- vagy Klor-csoport bevezetése a
benzolgyiirii para-helyzetébe, példaul a 19b, 20b, illetve 19c és 20c esetében, a gatlas teljes
elvesztéséhez vezetett.

A pirimidin-sorozatban a (21a) benzil-szdmazék mellett a 4-metoxi-benzil (21b)
szarmazék is gatld hatassal rendelkezik mikromol tartomanyban. Azonban a 21c vegydlet,
amely 4-klor-benzil szarmazék, gatlo aktivitassal nem rendelkezik. A disztalis benzolgytirii 2-
naftilcsoporttal torténd helyettesitése is egy gatld hatassal nem rendelkez6 (21d) molekulat
eredmeényezett.

Az eddig targyalt vegyuletek (17-24) nem rendelkeznek jelentds nyul vazizom GFb
enzim gatlo hatassal, azonban a 25-29-6s vegylletek munkacsoportunk altal mar korabban
vizsgalt GF-inhibitorok csoportja. A vegyuleteket a nem gatl6 anyagoktél az alacsony nanomdl
tartomanyban gatolni kepes GF inhibitorokig valasztottuk ki. Ezeknek a vegyiileteknek is
megvizsgaltuk az SGLT1/2 gatld hatasat. 25-29 vegyuletek molekulai disztalis aromas
csoportként 2-naftil (25b — 29b) és fenil-csoportot (25a — 29a) tartalmaztak. A mérési

eredményekbdl azt a kdvetkeztetetést vonhatjuk le, hogy a 27 tiazolok mindket vizsgalt



transzporterrel szemben hatastalannak bizonyultak. A tdbbi vegyuletnek valtozé volt
gatloképessége, amely a heterociklusos csoport fontossdganak szerepét jelzi.

A vizsgalt vegyuletek nagy része az SGLT2-t jobban gatolta, mint az SGLT1-et 2-27
szelektivitasi tartomanyban. Két kivétel volt, a 26b és a 29b vegyiiletek, mindketté 2-naftil
szubsztitualt, jobban gatoltak az SGLT1-et. Két 6sszehasonlitasban, a 25a — 25b és a 28a — 28b,
a 2-naftil-szdrmazékok ~ 7, illetve 26-szor erésebb gatoltak az SGLT2-t, mint az SGLT1-et.

A 2-(-D-glukopiranozil)4(5)-(2-naftil)-imidazol 28b vegytlet, 3,5 uM SGLT2 ICso
értékével, a legjobb inhibitornak bizonyult, figyelembe véve a GF nanomol gatlasat, a 28b
vegyulet egy toébb célpontd vegyilet, amely kiindulopontja lehet egy tobb célmolekulan hatni
képes antidiabetikus gyogyszernek. Tovabbi Kiterjedt szamitasi és szintetikus munkara lesz

szlikség a kettds cél hatékonysaganak optimalizalasahoz.

Mindkét tanulmény jol mutatja, hogy hidba hédit egyre nagyobb teret maganak a modern
szamitogépes molekulatervezés, az in vitro és in vivo kisérletek nem keriilhetéek meg még a
legprecizebb beallitasok mellett sem. In vitro és in vivo rendszerekben a molekulak,
makromolekuldk szerkezetét nagymértékben befolyasolja a kornyezetik, ilyen komplex
hatasokat nem lehet teljes mértékben modellezni, ezért gyakran egyszertsitett rendszert
alkalmaznak. Ezaltal mindkét tanulméany bizonyija, hogy a szamitdgépes molekulatervezést
gyorsithat a potencialis vegyuletek azonositasaban, de 6n magaban nem elég Uj gyogyszer

molekulak kifejlesztésére, az in vitro kisérletek nem keriilhetéek meg.



Osszefoglalas

Az utobbi évtizedben a tudomany gyors fejlodése megteremtette a lehetdségét, hogy a
kutatdk in vitro és in vivo kiserletek nélkil szamitdgép segitségevel (in silico) gatloszereket
tervezzenek. J. M. Hayes és munkatarsai ilyen szamitogépes szlirést végeztek, hogy lehetséges
aktiv centrumon Kkeresztil gatolni kepes glikogén foszforildz inhibitor molekulékat
azonositsanak. A vizsgalt vegyiletek kozll a 7 legigéretesebb molekula ki lett valasztva,

melyeket Somsak Laszl6 és munkacsoportja megszintetizalt.

Jelen munk&m egyik célja, hogy elvégezziik a kivalasztott vegylletek kinetikai méréseit,
és 0sszehasonlitsuk a szamitdégéppel kapott eredményeket az in vitro kisérletek soran kapott
eredményekkel. A vizsgalataink sordn megallapitottuk, hogy a mért Ki-vel rendelkezé
vegylletek kompetitiv modon gatoljak az enzim aktiv centrumat. A szimulacio altal legjobb
gatloszernek josolt 5¢ vegyulet rendelkezett a legalacsonyabb mért Ki értékkel (1,97 uM), de a
szamitdgépes szamitasok eldrejelzéseitol elmaradt. A 13b (Ki = 4,58 uM) 12b (Ki = 26,2 uM)
eréssége megfelelt a szamitasoknak megfeleléen azonban a 13a (Ki = 68,6 uM) és a 13¢ (Ki =
71,1 uM) a vart értéktdl elmaradt. A 12a (Ki =326 uM) 12¢ (Ki = 540 uM) vegyiiletek sokkal

gyengebb inhibitoroknak bizonyultak, mint azt a szamitasok utan vartuk.

Munkam masik részében gliikz anal6g inhibitor vegyliletek SGLT1 és 2 gatloképességét
vizsgaltam. A vizsgalt vegyletek kivalasztasanal figyelembe vettiik, hogy az orvosi gyakorlatban
hasznalt SGLT2 inhibitorok szerkezetéhez hasonlé glikogén foszforilaz inhibitorok is képesek
lehetnek gatolni az SGLT2 fehérjét. A vizsgalat elvégzéséhez lentiviralis transzfekcioval létre
hoztunk SGLT1 és SGLT2-t fehérjét overexpresszalo stabil sejtvonalakat. A transzfekcio
sikerességét Western blot, és 2-NBDG felvétel segitségével bizonyitottuk. Tovéabba a
sejtvonalakat dapagliflozin segitsegével validaltuk. A tesztelt vegylletek nem mutattak

citotoxicitast.

A vizsgalt vegyuleteket 2 csoportra osztottuk, egyik csoport tagjai Ujonnan szintetizalt
vegyuletek, a masik csoport korabban glikogén foszforilaz gatlasra vizsgalt vegyuletek. Az els
csoport tagjai k6zott néhany 0j SGLT-inhibitort azonositottunk, amelyek ICso értékei mikromol
tartomanyban volt, de elmaradtak az ismert C-glukozil-arén tipusid inhibitorok
gatloképessegéhez képest. A proximalis aromas csoport, oxadiazol vagy triazolra torténé
cseréje a gatlas 20-30-szoros gyengiiléséhez vezetett (23a vs. 19a és 20a). Egy fenilgyiiri
bejuttatésa az 1,2,4-triazol N1-atomjara jelentds hatékonysag javulast eredményezett (23c vs.

23a), mig egy hidroxi-etilcsoport azonos helyzetbe kapcsolasa a gatlas teljes elvesztését okozta



(23avs. 23b). A 22 (imidazol) a 23a-val (1,2,4-triazol) 6sszehasonlitva, amely szintén tartalmaz
NH-csoportot, ~20-szor hatékonyabbnak bizonyult. Mésodik csoportban a tiazolt tartalmazo
vegyliletek nem mutattak gatlo hatast. A vegyuletek tobbsége az SGLT2-t jobban gatolta, mint
az SGLT1-et, kivétel a 26b és a 29b vegyiletek, melyek az SGLT1-et gatoltak jobban. Tovabba
a 25a — 25b és a 28a — 28b Osszehasonlitasban, a 2-naftil-szarmazékok erésebb gatoltak az
SGLT2-t, mint az SGLT1-et. A 28b vegyllet, 3,5 uM SGLT2 ICsq értékével, a legjobb
inhibitornak bizonyult, és figyelembe véve a GF nanomol gatlasat, a 28b vegyilet egy tobb
celpontu vegyiilet, amely kiindulépontja lehet tovabbi antidiabetikus vizsgalatokban.
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