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1. Bevezetés

Munkam sordn a glikogen foszforilaz enzimnek a Kinetikai és gatlasi vizsgalataval
foglalkoztam, amely glikogénen hato enzim fontos szerepet tolt be a human anyagcserében. A
glikogén foszforilaz reverzibilis folyamatot katalizal. Fiziologias korilmények kozott, az
energiatarolo vegyiletként funkcional6d glikogén lebontéasat vegzi, mikdzben glikdz-1-foszfat
(G-1-P) szabadul fel, de in vitro képes a forditott irdnyu reakcid katalizalasara is. G-1-P
jelenlétében az a(1,4) glikozidos kotés kialakitasaval glik6z egységeket kapcsol megfeleld
oligomer akceptorra mikdzben szervetlen foszfat is keletkezik. A glikogen foszforilaz enzim a
cukorbetegség terapiajaban potencidlis célpontnak szamit, ugyanis ezen enzim inhibicioja a
kettes tipusu cukorbetegség kezelésére alkalmazhatd mddszer lehet. A Nemzetkdzi Diabétesz
Szovetség (IDF) felmérése szerint 2012-ben a viladg lakossaganak kordlbelul 8,4 %-at, vagyis
mintegy 371 milli6 embert érintett ez a betegség, amely szam 2013-ra 382 milliora
novekedett. Az IDF becslesei szerint 2035-re megkozelitbleg 55 % novekedésre
szamithatunk, vagyis a betegséggel 16k szama 592 milliéra emelkedhet [1], emiatt az ismert
gatlészerek pontosabb megismerése illetve a potencialis inhibitorok felkutatdsa nagy
jelentdséggel bir, hiszen ezek a vizsgalatok lehetdvé tehetik, 0j, hatékonyabb terapiak
kidolgozasat. Az enzim vizsgalatokban elterjedében van egy j modszer, az izotermalis
titracios kalorimetria (ITC) alkalmazasa, amelynek a 6 elénye, hogy lehetdvé teszi az enzim
természetes szubsztratjan torténd kozvetlen vizsgalatat. Munkam soran a korabban human
nyal alfa—amilazon (HSA) beallitott mddszerek segitségével a glikogén foszforilaz b enzim
Kinetikajat, és néhany szintézissel eléallitott inhibitor gatlasi tulajdonsagét vizsgaltam. A
korabban ITC-vel vizsgalt enzim egy endo enzim (HSA) volt, melynél a kdtés hasitasa a
szubsztrat cukoregységei kozott hidrolizissel, a szénhidratlancon belul torténik. Ezzel
szemben a glikogén foszforilaz b egy exo enzim, vagyis mikodése sordn a szénhidratlanc
végérdl hasit le egységeket. Az enzim mikkodésének és kinetikdjanak vizsgalatat kiillonbdzo

hosszUsagu természetes és mesterséges szubsztratokon végeztem.



2. lrodalmi attekintés

2.1. Glikogén foszforilaz enzim

A glikogén foszforilaz enzim (EC 2.4.1.1) a glikogén lebontasat katalizalja a sejtekben [1]. A
glikogén foszforilaz, 842 aminosavbdl allé fehérje, ami inaktiv monomer és tetramer [2]
formaban is el6fordul, az ¢él6 szervezetekben azonban két azonos alegységbdl felépiild
dimerként van jelen [3]. A dimer enzim egy alegységének molekulatomege 97 kDa. A dimer
foszforilaz esetében megfigyelhetd, hogy egy alegység két nagyobb doménre oszthatd fel,
amelyeknek a talalkozasanal talalhato az aktiv centrum. A glikogén foszforilaz enzim szdmos
biologiai szempontbdl jelentés kotohelyet tartalmaz, mint a katalitikus helyek, glikogén
kotéhelyek, regulator helyek és a szerin oldallanc, mely reverzibilisen foszforilalhatdé Minden
alegység tartalmaz egy pridoxal-5’-foszfat prosztetikus csoportot [4]. A glikogén foszforilaz
enzim szabalyozasa torténhet allosztérikusan vagy kovalens moédositassal. A kovalens
modositas, vagyis a foszforilacio, hormonhatésra (pl. epinefrin, inzulin) megy végbe a két
alegységbo6l allo inaktiv glikogén foszforilaz b (GPb) enzim egy-egy Ser-OH csoportjan, a
foszforilaz b kindz enzim hatéséra, igy alakul ki a biologiailag aktiv glikogén foszforilaz a
(GPa). A GPb kialakulasa a GPa defoszforilaciojan keresztil megy végbe, melyet a
foszforilaz-a-foszfatdiz enzim katalizal. A GPa hatasara keletkezd G-1-P az izomban
foszfoglukomutaz enzim segitségével glikdz-6-foszfatta (G-6-P) alakul, majd a glikolizisbe
kerlil, amelynek eredményeként fokozddik az ATP-termelés, ami biztositia az aktiv
izommunka energiaigényét. A kovalens modifikacioval torténé szabalyozas néhany
masodperc alatt megy végbe, hormonok (vazizomban elsdésorban adrenalin) hatasara. A
majban a G-6-P egy foszfatdz enzim hatasara glik6zza alakul és a keringésbe kerdil.

A szabalyozasnak masik tipusa a foszforilacio mellett az allosztérikus szabalyozas [5], az
enzim allosztérikusan is aktivalhatd adenozin-monofoszfat (AMP) altal. A GPb rendelkezik
AMP-kotohellyel, amelynek jelentosége az, hogy a csekélyebb aktivitassal rendelkezé enzim
AMP hatasara a masodperc toredéke alatt aktivva valik [6]. Az allosztérikus szabalyozas
gyorsabb, mint a kovalens modositassal torténé regulacio. Intenziv izommunka esetén
fokozddik az ATP (adenozin-trifoszfat) bontdsa, melynek hatasara az AMP koncentracio
novekedni kezd. Az AMP aktivalja a GFb-t, és igy fokozza a glikolizissel tortén6 ATP



termelést. Mivel az ATP gatolja az AMP kotddését az allosztérikus kotéhelyre, ezért a magas
ATP koncentracio esetén az AMP nem aktivalja az enzimet. Ezekb6l levonhatjuk azt a

konkl0ziot, hogy ez a szabalyozas nagymértékben fligg az AMP/ATP aranytdl [7].

2.2. Glikogén, mint a glikogén fos zZforilaz enzim te rmészetes szubs ztratja

Az enzim felépitésének, mikodésének és jelent6ségének ismertetésehez szikséges néhany
szot ejteni magardl a glikogénrdl. A glikogén olyan poliszacharid, mely a szervezet szamara
az egyik legjelentésebb modja a taplalk utjan felvett glikoz taroldsanak, amelybdl ha
szilkséges nagy mennyiségli energia szabadithatdo fel. Az emberi szervezetben a legtobb
glikogén az izomban talalhaté (~500 g) kisebb mennyiség a majban (~100 g). A glikogen
koncentracié ugyanakkor a majban nagyobb, a glikogén 10%-a a maj tomegének, a
vazizmokban kisebb a koncentracid (1%). Emellett az agy bizonyos sejtjei is képesek
kismértékti glikogén raktarozasra [8]. A glikogén szerkezetét tekintve hasonlésdgot mutat a
novényekben megtalalhatd amilopektinnel a keményité egyik alkotdérészével. A keményit6t
keétféle polimer alkotja: az amil6z és az amilopektin. Az amilozt tobb szaz vagy tobb ezer a-
D-glik6éz egység épiti fel, melyek a(1-4) glikozidos kotéssel kapcsolodnak, helikélis
szerkezetet kialakitva. Az amilopektin szerkezete annyiban tér el az amil6ztdl, hogy a lancot
képezé minden 24-30 glikoz egységnel egy-egy elagazas jon letre. Az elagazasokra a(1-6)
glikozidos kotés jellemzd. A glikogén strukturdja (1. dbra) nagyon hasonld az amilopektin
szerkezetéhez, de még tobb elagazast tartalmaz, ezek minden 8-12 glikéz egységnel
eléfordulnak [9].

1. abra: Glikogén poliszacharid szerkezetének egy részlete

A glikogénben az elagazasok miatt Gjabb lancok alakulnak ki, melyeken ugyanolyan (8-12

egységenként) gyakorisaggal fejlédnek ki tovabbi elagazasok, létrehozva ezzel egy faégra



emlékeztetd szerkezetet. A glikogén egyetlen molekuldja akar 120000 gliikéz monomer
egységet is tartalmazhat. A gliikdzbol torténd glikogénképzést glikogenezisnek, mig az azzal
ellentétes folyamatot, tehat a glikogén lebontasat glikdzza, glikogenolizisnek nevezzik [8].

A glikogén szerkezetére tovabba jellemzd, hogy egyetlen olyan vége van, ahol a glikozidos
OH szabad (redukal6 vég, amely egy fehérjéhez kapcsolodik), és szamos Ugynevezett nem-
redukalé véggel rendelkezik, ahol a lancvégi glikéz glikozidos OH csoportja a glikozidos

kotésben vesz részt.

2.3. Glikogén lebontasa a szervezetben

A tartalék szénhidratok, mint a glikogén vagy a keményitd, lebontdsa a sejtekben
foszforolizis Utjan valosul meg, melyet a foszforilaz enzim katalizal. A glikogén lebontasa az
emberi és allati szervezetek szamara igen nagy jelentdséggel bir, ugyanis fokozott izommunka
esetén vagy stressz hatasara nagyobb mennyiségii glikoz felhasznalasa valhat szikségessé.
Mivel a monoszacharidok csak igen kis koncentracidban lehetnek jelen a szovetekben, ezért a
szervezet poliszacharidok formajaban tarolja a taplalek uatjan felvett glikéz egy részét.
Amennyiben pedig szilkség van ra, a glikogén visszaalakitdsaval nagy mennyiségli energiat
tud gyorsan felszabaditani. A raktarozott polimer szénhidrat mozgositasa a glikéz polimer
terminalis, nem redukalo végén 1év6 a(1-4) glikozidos kotés foszforolitikus hasitasa réven
megy végbe.

Ennek eredményeként egy egységgel rovidebb (glikéz)n.; és G-1-P keletkezik, a
reakciohoz anorganikus foszfatra van szikség (2. abra). A foszforolizis folyamatat a Cori-
hazaspar vizsgalta behatdobban, és Ok voltak azok, akik kimutattdk, hogy a glikogén
foszforolizisének elsédleges terméke a G-1-P [11].

A folyamat, tehat a glik6zegységek foszforolitikus hasitasa, mindaddig folytatédik,
amig az enzim a lancban az eldgazist jelentd a(1-6) kotéseket megeléozd negyedik gliikkoz
egységig nem ¢ér. Ennek oka, hogy a glikogén foszforilazban a szubsztrat kotddése a
katalitikus helyt61 tavolabb talalhato glikogén kotéhelyre torténik. Az elagazasokat két masik
enzim, az Ugynevezett oligo-(0—6)-(0—4)-glukan transzferdz (eldgazast hasité enzim) és egy

alfa-glikozidaz sziinteti meg [8].
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2. 4bra: Glikogén lebontasanak sematikus abraja glikogén foszforilaz enzim hatésara

A folyamat soran keletkezett G-1-P G-6-P formaba alakul at, melyet a foszfoglukomutaz
enzim katalizal. A képz6dott G-6-P a glikolizisben tovabbalakul az izomban, illetve a glikdz-
6-foszfatdz hatdsdra a majban gliikzza alakul, majd a keringésbe jut. A glikogén foszforilaz
létezhet mind foszforilalt (GPa), mind pedig foszforilalatlan (GPb) formaban. A GPb
onmagaban inaktiv, viszont aktivatorok hatasara (pl. AMP, IMP) mar enzimatikus aktivitast
mutat. A GPa, mely mindkét alegységén foszforilalva van, mar 6nmagaban is aktiv. Az enzim

nyugalmi allapotban javarészt a kevéshe aktiv GPb.

2.4. Glikogén foszforilaz b aktivitds mé rési médszerei

A glikogén foszforilaz aktivitas mérésére sok ismert modszer létezik. A lebontasi reakcidban
glikogén és foszfat szubsztratokat hasznalnak 2 segédenzimes rendszerben. A felszabaduld
NADPH-t spektrofotometrias modszerrel meghatdrozzak meg [11]. Ezzel két probléma van: a
glikogén nem jol definidlt szubsztrdt, valamint a két segédenzim jelenléte miatt
(foszfoglukomutaz és G-6-P-dehidrogenaz), amelyekre az inhibitorok szintén gyakorolhatnak
gatlo hatast, gatlasok vizsgalatara ez a rendszer kevéshé alkalmas. Hasznalnak még
differencial spektropolarimetriat [12] és folyadékkromatografiat amperometrias detektalassal
[13]. Ezeknek hatranya, hogy specialis készilékeket igenyelnek, amelyek nem mindenhol
érhetéek el A tobbi modszer a szintézis iranyaban vizsgalja az enzimet, ami nem egyezik
meg a fizioldgias reakcioval. A leggyakrabban alkalmazott médszer a glikogén szintézis soran
felszabadulo foszfat szinreakcioval torténd meghatarozasan alapul [14].

Ez a szinreakcid nagyon érzékeny, de sok paraméter befolyasolja a szinintenzitast, ami a
pontossagot rontja. A radioaktiv mérések, amivel szintén a szintézist lehet kdvetni, specialis

berendezéseket igényelnek. 2009-ben irtak le egy olyan aktivitismérést, amiben



piridinaminalassal eléallitott kromoforos szubsztratok G-1-P  jelenlétében torténd

lanchosszabbitasanak folyadékkromatografias nyomon kovetése valt lehetové [15].

2.5. Enzimkinetika

Az enzimeket biokatalizator néven is szoktdk emlegetni. A ,katalizator” arra utal, hogy az
enzimek képesek meggyorsitani egy reakciot az aktivalasi energia csokkentése révén, azalktal,
hogy uj reakcidutakat nyitnak meg, mig a ,bio” elétag azt jelzi, hogy ezek a reakcidk az ¢l
szervezetben jatszédnak le és a katalizatorok biomolekulak, fehérjék. Az enzimek altal
katalizalt legegyszeriibb reakcid modellje (3. dbra) Leonor Michaelist6l és Maud Mentent6]
szdrmazik [16]. A modell értelmében a katalizis sordn létrejon egy specifikus enzim-
szubsztrat komplex (ES), mely a szabad enzimbdl (E) és szabad szubsztratb6l (S) jon Iétre ki
sebességi allandoval. Az ES komplex kialakulasa reverzibilis folyamat, ami azt jelenti, hogy a
komplex széteshet szabad enzimre illetve szubsztratra k, sebességi allandéval. Amennyiben
azonban a Kialakult enzim- szubsztrdt komplex nem disszocial, atalakul ks sebességi
allandoval enzimre és termekre (produktumra), amely folyamat mar egyiranyinak tekintheto.

A fentebb leirt reakcio egyszerUsitett egyenlete [15]:

k; ks
E+S —_— ES —» E+P
kZ

3. abra: A Michaelis-Menten kinetikai modell

Mint minden modelinek, a Michaelis—Menten modellnek is vannak feltételei illetve korlatai.
A legfontosabb feltételek egyike, hogy a szubsztrdt koncentraciojadnak az enzim
koncentracidjanal nagysagrendekkel nagyobbnak kell lennie, illetve, hogy az alatt az
idotartam alatt, ameddig a vizsgalatokat folytatjuk, csak elhanyagolhatdé mennyiségl
szubsztrat alakuljon at a kezdeti szubsztratkoncentraciohoz képest. A modell alkalmazasénak
korlatai kozé tartozik tobbek k&zott az a tény, hogy a modell és annak felhasznalasaval
levezetett egyenlet a legegyszeriibb enzimreakciokra vonatkozik, vagyis egyetlen szubsztratot
feltételez. Valdjaban csak nagyon kevés olyan enzim van, amely csupan egyetlen szubsztrat
atalakulasat katalizalja, az esetek tobbségében legalabb két szubsztrat vesz részt a reakcidban.

Az enzimmikodésre jellemz6 paraméterek megallapitiasa érdekében gy lehet eljarni, hogy az



allandd enzimkoncentracid alkalmazasa mellett valtoztatjuk a szubsztratkoncentraciot, €s
mérjik a reakcid sebességét (idOegység alatt a szubsztrat fogydsat vagy a termék
keletkezését). Ha 4abrazoljuk az enzimreakcid sebességét a szubsztratkoncentracid
fuggvényeben, akkor egy hiperbolat kapunk (4.4bra). Azaz kezdetben, a Kkis
szubsztratkoncentraciok esetén, a koncentrdcid novelésével ardnyosan novekszik a
reakciosebesség is, majd a novekedés mértéke fokozatosan csokken, végll pedig a nagy

szubsztratkoncentracioknal -az enzim telitése esetén- a sebesség a Vmax hatarértéket kozeliti.
[16]
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4.4bra: Ky, meghatarozasa a kiilonbo6zé szubsztrat koncentracié mellett mért reakcidsebességek alapjan

[27]
A Michaelis-Menten 6sszefiiggés linearizalasat tobb mddon elvégezték. Ezek kozil a

Linneweaver-Burk linearizaciot (5. abra) ma is alkalmazzak, elsGsorban a gatlas tipusanak

egyszerti eldontésére, és a masodlagos abrazolasokbdl a gatlasi allandok szamitasahoz.



s1

5. 4bra: Lineweaver-Burk abrazolés [27]

Ha az enzimreakcid sebességet megmeérjik tobb Kkiilonb6z6 inhibitor €és szubsztrat

Lineweaver-Burk &brazolasnal tobb egyenest kapunk. Amennyiben abrazoljuk az elébb
emlitett egyenesek meredekségeit a hozzajuk tartozé inhibitor koncentracio fliggvenyében,
akkor egy 0j gorbét kapunk, amelynek a meredekségéb61 kiszamithatd a gatlasi allandé (K;).
[17] A K; mellett a masik fontos érték, mely az inhibitorok jellemzésére alkalmazhato, az ICsp,
amely azt az inhibitorkoncentraciot jelenti, ami ahhoz szikséges, hogy az enzimreakcid
sebessége felére csokkenjen. Az ICso meghatadrozasanak lényege azonos a Ki esetén
leirtakéval, annyi kilénbséggel, hogy az ICso meghatarozasahoz egyetlen szubsztrat
koncentracid mellett valtoztatjuk a gatloszer koncentraciojat és szamitjuk az 50 %

reakciosebesség eléréséhez szikséges inhibitor koncentraciot. [18]

10



2.6. Izotermalis Titracios Kalorimetria (ITC)

Minden kémiai reakciot vagy fizikai valtozast hé vagy entalpiavaltozas kisér. Az igy leadott
vagy felvett hd mennyisége kozvetlen kapcsolatban a1l a reakcid sebességével és a reakciora
jellemz6 entalpiavaltozassal. A kaloriméter emiatt kivaldban hasznalhato a reakcid kovetésere
olyan esetekben is, ahol példaul optikai elnyelés hidnydban nincs lehetéségiink a folyamat
fotometrias vizsgalatara. A titralasos kalorimetria modszere az egyensulyi allandé és
entalpiavaltozas meghatarozasira mar 1966 ota fellelhet6 az irodalomban [19]. A modszert
eredetileg gyenge sav-bazis egyensulyok, fém-komplexek képzddésének vizsgalatara
alkalmaztdk. Az elsé biologiai rendszerrel végzett kotddési vizsgalatot Beaudett ¢s
Langerrman publikalta 1978-ban [20]. Az ITC technikat ma mar rutinszertien alkalmazzak
biokémiai kotédések termodinamikai vizsgalatara, hiszen a mai modern készulékek képesek
0,4 pJ energia mérésére is, amivel 10%-10° mol* kotési &llandok is meghatarozhatéak. Az ITC
madszert enzimkinetikai mérésekre az utdbbi években kezdték el alkalmazni, koszonhetden
annak, hogy a modern ITC késziilékek alkalmasak akar 0,1 pcal/s nagysagrendii hdmennyiség
Valtozas mérésére. Ez lehetévé teszia 1012 mols tartoméanyba esé reakciosebességek és 1072

10°° uM K értékek meghatérozasat is. [21]
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6. abra: ITC készllék felépitése [22]

Az ITC készllék (6. &bra) két cellaval illetve egy injektorral van ellatva. A két cella kdziil az

egyik egy referenciacella, mely tébbnyire vizet vagy puffert tartalmaz, mig a mérécellaban
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taldlhato az a reakcidelegy, amelyben a ligandumnak az injektorbol torténd hozzaadasat
kovetéen, hovaltozas kovetkezik be. A kotddési vizsgalatok soran a mérdcellaban altalaban
makromolekulak, mig az injektorban kismolekulak taldlhatéak [23]. Ezzel szemben az
enzimkinetikai mérések soran a makromolekula (enzim) az injektorban, mig a szubsztrat —

illetve inhibicios vizsgalatok sordn a szubsztrat és az inhibitor — a mérécellaban talalhato.

Az izoterm titracios kaloriméter milkodésének az alapja, hogy a két cellat azonos
hémérsékletre termosztaljuk, és a mérés ideje alatt ezt az allandd6 hdmérsékletet kell tartani.
Az injektalast kovetden a mérdcellaban végbemegy a reakcid, (tehat a szubsztrat termékké
alakul), aminek eredményeképp a mérécelliban megnd (exoterm reakcio esetén), vagy
lecsokken (endoterm reakcid esetén) a hdmérséklet a referenciacella hdmérsékletéhez képest.
Az ITC modszernél azt a befektetett energiamennyiséget mérjik, ami ahhoz szikséges, hogy
ezt a hovaltozast kompenzalni tudja, vagyis aminek a segitségével az izoterm korilmény
fenntarthatd. [24]

. Time (min) A mérés soran kapott nyers adat a hdvaltozast
0 30 60 . cr e am . / 7
BT T adja meg a reakcioidé fliggvényében (dQ/dt). Ha
" ] 1 a csucs alatti tertileteket integraljuk, és a kapott
g %] | pontokra gorbét illesztiink, egy szigmoid gorbét
] 1 | kapunk (7. dbra). Ennek segitségével a kovetkezd
-0.15 4 —
paraméterek meghatdrozasdra van lehetdség:
B o | | 1 | entalpiavaltozas, a reakcid sztochiometriaja és a
E o i kotési allandd, amelyekbdl az entropiavaltozas
£ Slope: 1/Kd
g L] =38 illetve a Gibbs-fele szabadenergiavaltozas is
o ;" | | Kiszamithato a
] -----3 ------
o0 o5 10 15 AG =-RTInK; = AH — TAS (1)
Molar ratio
7.4bra: Termodinamikai paraméterek Osszefligges alapjan.
meghatarozésa az ITC mddszer segitségével
[22]

Ha az enzim koncentracidja kellden alacsony,
steady-state allapot alakul ki. Ebben az esetben a cellabeli hovaltozas (Qy) id6 szerinti

derivaltja egyenesen aranyos az enzimreakcié sebessegével (v). [25]

v=Qr/t= P-P; (2)
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A reakciosebességet akkor kapjuk meg, hogyha a kaloriméter termosztalasahoz szilkséges

teljesitményt (P;) kivonjuk a mérécellaban generalt hételjesitménybol (Py).

Power (ucal s)

2.0 T T T T T
Time (min)

8. abra: Enzimreakcié sebességének meghatarozasa tobbszori titralas mdédszerének alkalmazasaval [26]

A 8. dbra mutatja egy tipikus ITC titralds gorbéjét, ahol a harom Iépcsé a hdrom titrdlasi
pontnak felel meg. Egy-egy Iépcsé azt a hovaltozast szemlélteti, amelyet az injektalas soran a
rendszerbe juttatott enzim altal kivaltott reakcio eredményez, mig az azt kovet vizszintes
szakaszok a steady-state allapotokat jelolik, amikor az enzimreakcié konstans sebességgel

zajlik. Igy a (2) egyenletnek megfelelden a reakcio sebességét a két 1épesé kozotti killonbség

fogja megadni.
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3. Felhasznalt anyagok és modszerek

3.1. Felhasznalt anyagok

Szubsztratok:

A mérések soran szubsztratként glikogént, 2-klor-4-nitrofenil kromoforcsoportot aglikonként
tartalmaz6 maltoheptaozidot (CNP-G7), maltoheptadézt (G7) illetve maltopentadzt (G5)
hasznaltam, melyek mindegyike analitikai tisztasagu volt (Sigma Aldrich). A tdrzsoldatok
koncentracidja a G5, G7 illetve a CNP-G7 esetén egyarant 30 mM wolt, a glikogén esetén

pedig 20 mg/ml torzsoldatbol kiindulva végeztem el a megfeleld higitasokat.

Inhibitorok:

A vizsgalatok soran két inhibitort alkalmaztam, a 3- (B-D- glukopiranozil)-5-(2-naftil)-1,2,4-
triazolt 1 (M=357,36g/mol, 9. &bra), illetve a (2R,3S)-2,3-bisz-[{(2E)-3-(4-hidroxi-3-
metoxifenil)prop-2-enoil}oxi]-butdn-1,4-disavat 2 (M=502,11g/mol, 10. &bra), melyeket a
Debreceni Egyetem Szerves Kémiai Tanszéke bocsatott rendelkezésiinkre. Mindkét inhibitor
esetétn 1 mg/ml koncentrécioju torzsoldatbdl készitettem el a méréseimhez a megfeleld

higitasokat.

9. &bra 3- (B-D- glikopiranozil)-5-(2-naftil)-1,2 4-triazol sze rke zete

1,
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10. abra: (2R,3S)-2,3-bisz-[{(2E)-3-(4-hidroxi-3-metoxife nil)prop-2-e noiljoxi]-butan-1,4-
disav szerkezete

2.

Pufferek

Az enzimet, a szubsztratot illetve az inhibitort egyarant foszfat pufferben oldottam, illetve az
ITC készilék referencia cellajat is pufferrel toltdttem fel, melyet a kdvetkezoképp allitottam

0ssze:

14,2 ¢/100 ml NagHPO4 (IM) + 12 g /100 ml NaH,PO4 (1M), amelyeket 1:1 ardnyban
elegyitettiink. 100 ml puffer 76 mg EDTA-t, 156,4 mg AMP-t illetve 70 ul merkaptoetanolt
tartalmazott. Az ilyen modon elkészitett puffer pH-ja 6.8.

Enzim:

Munkam soran nyul vazizom glikogén foszforilaz b enzimet hasznaltam (Sigma Aldrich)

Az enzimnek 20 uM koncentracioju torzsoldatat alkalmaztam a mérések soran.
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3.2 Eszk6z0k és Mobdszerek

Nagyhatékonysaqu folyadékkromatografia (HPLC)

A termékanalizishez diddasoros detektorral, automata mintaadagoléval illetve szamitogépes
adatkiértékeléssel ellatott Hewlett- Packard 1090 II folyadékkromatografot (11. &bra)
alkalmaztam. A komponenseket Supelcosil C18 oszlopon (15¢m * 4.6 mm, 5 pm) acetonitril:
viz (MeCN: H,0) 88:12 aranyu izokratikus eluciojaval valasztottam el 1 ml/perc aramlasi
sebesség mellett. Az injektalt térfogat 3 pl volt. A detektalas 302 nm hullamhosszon tortént
(Ref 450 nm). Az acetonitril gradiens tisztasagh volt, a tisztitott viz pedig egy ioncserélovel
valamint egy szénszlirdvel ellatott tisztitorendszerbdl szarmazott (Millipore, Bedford, MA,
USA).

11. 4bra: A analitikai és enzimes vizsgalatok soran alkalmazott HPLC készilék
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12. abra: ITC készilék

A vizsgalatokat MicroCal iTC200 tipusy izotermélis titracids kaloriméteren végeztem (12.
abra). A referencia celliban minden esetben a mintanak megfeleld Osszetételi és
titralast a glikogén foszforildz enzimmel végeztem. A kisérletek sordn a mérd cellat 200 pl
kivant koncentracioju szubsztrat oldattal toltéttik fel, melyhez a szubsztratot ugyanabban a
foszfat pufferben oldottuk, amit az enzim oldasdhoz is hasznaltunk. A mérés soran ehhez
adtam megfelel térfogati enzim tdrzsoldatot, majd mértem azt a hévaltozast, mely annak
hataséra keletkezett, hogy a szubsztrat termékké alakult at. Az enzim térzsoldat minden
esetben azonos wvolt, az injektalt térfogatot ugy valasztottam meg, hogy jol mérhetd
héeffektust kapjak. A mérések soran csak egy injektalas tortént, majd meghataroztam az
alapvonal és a csics maximuma kozotti kilonbséget, és a (2) egyenlet alapjan szamitottam Ki
a reakciosebességeket. A Ky és ICso értékeket a Grafit® szoftver segitségével hataroztam

meg a kisérletsorozat soran kapott adatpontokra torténd gorbe illesztésevel.
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4. Eredmények és értékelésiik

4.1. Szubsztrat koncentracio fiiggés vizsgalata

Munkam soran a glikogén foszforilaz enzim Kinetikai paramétereit hataroztam meg négy
kiilonb6z6 szubsztraton. Valamennyi mérés soran a fizioldgids, G-1-P keletkezéssel jaro

folyamatot alkalmaztam, amit a puffer foszfat tartalméval biztositottam.

Neégyféle szubsztratot hasznaltam a méréseim soran, megpedig a G5, G7, CNP-G7 illetve a
glikogén szubsztratokat. A G5-re azért esett a valasztdsom, mert - ahogy korabbi
tanulmanyokbol is Kkideril - ez a GPb enzim legrovidebb szubsztratja, mivel a maltopentadz
csak egyetlen, az enzim szamara hasithatd kotést tartalmaz [26]. A G7-t azért valasztottam,
mert vizsgalni szerettem volna, hogy egy hosszabb, vagyis t6bb gliikozegységb6l felépiild
szubsztrat esetén milyen valtozds kovetkezik be a kinetikaban. A CNP-G7 tartalmaz egy
kromofor csoportot, aminek a vizsgalatat egyrészt azért preferaltam, mert igy alkalmam nyilt
megfigyelni, hogy a kromofor csoport befolyasolja-e az egyes kinetikai paramétereket,
masrészt pedig azért, mert a CNP lehetdvé tette a reakcié kromatografias kovetését HPLC
modszerrel, UV detektalas mellett. A méréseket elvégeztem glikogénen is, hiszen ez a GPb
enzim természetes szubsztratja, és a gatlasok vizsgalatat a fiziologiashoz hasonlé

korilmények mellett terveztem.
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Maltopentdz (G5)

Az ITC mérések soran a Gb5-t kiilonb6z6 koncentraciokban (0.5-30 mM) alkalmaztam,
ugyanabban a pufferben oldva, mint amit az enzim oldasadhoz illetve a referenciacella
feltdltésehez is hasznaltam. A kalorimetrids vizsgalatok soran alkalmazott parameétereket az 1.

tablazat tartalmazza.

1. tablazat: ITC mérések soran alkal mazott paraméterek
Injektor tartalma: 0,02 uM GFb Injektalt terfogat.: 3- 5 pl
Homeérséklet.: 37°C Keverés: 800 rpm
Injektilds iddtartama: 2 Sec Keésleltetés: 1800 sec
Referencia teljesitmény: 5 pcal/sec Feedback: alacsony

Ahogy azt mar korabban leirtam, minden mérésem esetében ugyanazt az enzim oldatot (20
uM) tartalmazta az injektor. Az enzim torzsoldat 1 mg GPb enzim 250 pl foszfat pufferben
valo oldasaval készilt. Mivel az egyes mérések soran csupan 5 pl-t injektaltam a szubsztratot
tartalmazé mérdcellaba, igy biztositani tudtam, hogy egy méréssorozatban ugyanazt az enzim
oldatot hasznaljam minden méréshez. Az enzim instabilitisa nem teszi lehetévé az adott
enzimhigitas tobb napon keresztiil torténé alkalmazasat, mivel az enzim aktivitdsa csokken
még az alacsonyabb hémérsékleten valo tarolas soran is.

Azt tapasztaltam, hogy minél nagyobb volt a szubsztrat koncentracidja, annal nagyobb volt a
hévaltozas mértéke (13. abra). Mar az Irodalmi attekintés cimii fejezetemben is emlitést
tettem arrdl, hogy az ITC modszer lehetéséget ad arra, hogy meghatarozzuk egy reakciorol,
hogy endoterm, vagy exoterm. Mivel a G5 volt az elsé szubsztrat, amelyet vizsgaltam ezzel a
modszerrel, ezért itt tapasztaltam elészor, hogy az altalunk vizsgalt reakcié endoterm.

A mért hoévaltozdsok alapjan a (2) egyenlet felhasznaldsaval kiszamoltam a
reakciosebességeket, majd ezeket az értékeket abrazoltam a szubsztrat koncentraciok
fuggvényében, és a Grafit program segitségével gorbét illesztettem a pontokra, amely gorbe

alapjan, meghataroztam a Ky, értéket (14. abra).
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3. 4bra: A héeffektus abrazolasa az idé fiigg vényében kiilonboz6 koncentr acioju maltopentadz esetén
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14. dbra: A reakcidsebesség abrazolasa a szubsztrat koncentracio fiiggvenyében maltopentadz

szubsztrat esetén GFb katalizalta reakcidban

Vmax= 13,4744 ncal/s

Kwm = 21,7566 mM

Lathatd, hogy oldékonysagi korlatok miatt nem tudtam elérni a telitési szubsztrat

koncentraciot, ami megkozelitéleg 200 mM, ezért az értékelést Lineweaver-Burk

linearizacioval is elvégeztem.
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15. 4bra: Lineweawer-Burk 4brézolés a kinetikai paraméterek meghatarozésara G5 szubsztrat

esetén

Meghataroztam a Vpmax illetve a Ky értékeket a Gb5-tel végzett reakciora nézve a
Lineweaver-Burk abrazolas alapjan is (15. abra). Az ilyen modon szamitott értekek jo

egyezést mutatnak a nem linearis illesztéssel kapott értékkel.
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Maltoheptadz (G7)

A G7-tel végzett kisérletek soran az injektor tartalmazta a glikogén foszforilaz b enzimet
20 uM koncentracioban, amelyb6l minden mérés alkalmaval 5 plt injektaltunk a
szubsztratot tartalmazé mér6cellahoz. Ebben a méréssorozatban a szubsztrat
koncentraciokat 0,5-20 mM ko zotti tartomanyban alkalmaztam. A reakciosebességeket a
szubsztrat koncentraciok fliggvényében abrazolva, a kapott telitési gorbe alapjan (16.

abra) meghataroztam a Vmax €s a Ky értékét.

6
4
V
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2
0 \ \
0 20 40
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16. dbra: A reakcidsebesség abrazolasa a szubsztrat koncentracio figgvenyében maltohe ptatéz

szubsztrat esetén GFb katalizalta reakci6ban

A maltoheptadz Michaelis-allandé illetve a maximalis sebesség értékei:

Vmax= 5,4 pcals
Km = 6,68 mM
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CNP-GY

A szubsztratfliggés vizsgalatanak harmadik szakaszaként CNP-G7-tel is elvégeztem az
elébbiekben targyalt méréseket. Az enzimet 0,297 puM koncentracidban alkalmaztam,
mivel a mérés soran 3 pl-t injektadltam az enzim torzsoldatb6l a 200 pl reakcidelegyhez. A
vizsgalat soran a szubsztrat koncentracidit 0,5-30 mM tartomanyon beldl valtoztattam. A

reakcidsebességeket ebben az esetben is dbrdzoltam a koncentraciok fuggvényében.
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17. 4bra: A reakcitsebesség abrazolasa a szubsztrat k oncentracié figgvényében CNP-G7 szubsztrat

esetén GFbkatalizalta reakcidban

A 17. abran lathatd, hogy 10 mM felett a koncentracid novelésével a hdeffektus csokkenni
kezdett, aminek hatterében szubsztrat gatlds allhat. Ez a gatlas kialakulhat egyrészt akkor, ha
a nagy koncentracioban alkalmazott szubsztrdt nemcsak az aktiv centrumhoz, hanem ,nem-
kompetitiv’ médon, mas helyekhez is tud kotédni, masrészt pedig akkor, ha a szubsztrat
komplexet képez az aktivatorral. A nagy szubsztrat koncentracié ezen feliil az ioner6sség
nOvekedését is okozhatja, ami altal aspecifikusan gatolhatja az enzimet. A Ky és Vmax
meghatarozasa a csillaggal jelolt pontokra torténd gorbe illesztéssel tortént, mely soran a

kovetkez0 eredményt kaptam:

Vmax= 2,8 ucalls Km=0,97mM
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Mivel a CNP-G7 esetén, a G7-hez egy kromofor csoport kapcsolédik, kromatografias

vizsgalatok végzése is lehetévé valik. gy ebben az esetben lehetdségem volt arra, hogy a

reakciot az ITC mddszer mellett HPLC segitségével is kovessem. A kalorimetrias mérésekkel

azonos maddon dsszeallitott (2,5 mM CNP-G7 szubsztratot tartalmazd) reakcidelegyet 120 s

reakcioidé utan injektaltam forditott fazist oszlopra injektadlva, és a kromofor csoport

elnyelési maximuman (302 nm) detektalva vizsgaltam, hogy a reakcid milyen mértékben

jatszédott le. A 18.a abran lathato a HPLC mérés eredményeként kapott kromatogram. A

reakciét HPLC-vel kdvettem a teljes atalakulasig (18. b és c abra)
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18.a abra: Reakcio kdwetése HPLC segitségéwvel 2,5mM CNP-G7 szubsztrat esetén 2 perc inkubalast

kovetoen

18.b abra: Reakcid kéwetése HPLC segitségéwel 2,5mM CNP-G7 szubsztrat esetén 30 perc inkubélast §

kovetoen
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18.c dbra: Reakcid kdwetése HPLC segitségéwel 2,5mM CNP-G7 szubsztrat esetén 90 perc inkubalast

kovetoen
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Ahogy a kromatogramon is lathatd, a kiindulasi szubsztrat (CNP-G7) mellett megjelent a
CNP-G6 termék ~ 10 % mennyiségben, a kiindulasi szubsztrathoz viszonyitva. Ezzel
igazoltam, hogy méréseimmel a kezdeti sebességet hatdroztam meg. A teljes reakcid
lejatszddasahoz az adott koncentracié viszonyok mellett megkozelitbleg 90 percre van

szikség (18.c abra).

Glikogén

Az utolsdé szubsztrat, amelyet vizsgaltam, a glikogén foszforilaz enzim természetes
szubsztrétja, a glikogén volt. A mérések alkalméval a mérécella kiilonb6z6 koncentracioj
glikogén oldatot tartalmazott melyhez a 20 uM koncentracidéju enzim térzsoldatbol 5 pl-t

injektaltam, ami a reakciéelegyben 0,49 uM koncentraciot jelent.

A glikogén esetében nem lehet megadni a pontos molaris koncentraciot, ugyanis a glikogén
szerkezetét tekintve egy hosszi polimerlanc, mely esetén nem Ilehet egyértelmiien
meghatarozni a molaris tomeget. Ezérta 19. dbra x tengelyén a glikogén koncentracioi mg/ml
koncentracio egyseégben szerepelnek.
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19. dbra: A reakcidsebesség dbrazolasa aszubsztrat koncentracio fliggvenyében glikogén szubsztrat esetén

GFb katalizalta reakcioban
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A glikogén szubsztrat kinetikai vizsgalata sordn meghatarozott enzim kinetikai paraméterek
értékei:
Vmax= 1,98 pcal/s

Kwm=1,54 mg/ml

Ha 6sszevetjik a kapott Ky értékeket a vizsgalt szubsztratok esetén, tobb kovetkeztetést is le
tudunk vonni. Egyrészt megallapithatd, hogy a harom oligomer szubsztrat kbzul a CNP-G7
esetében szikséges a legkisebb szubstratkoncentracié a maximalis sebesség eléréséhez, és a
G5 esetén a legnagyobb, mivel elébbi rendelkezett a legalacsonyabb, mig utobbi a
legmagasabb Ky értékkel. Kordbban maltooligomereken (G5-G7) szintén mM nagysagrendii
Kwm értékeket mértek [26]. Masrészt az eredmények alapjan azt a kovetkeztetést is le tudtam
vonni, hogy a kromofor csoport hatassal van a kinetikara, ugyanis a CNP-t tartalmazo, illetve
az azzal nem rendelkez6 G7 Ky értékei jelentds eltérést mutattak. Ennek hatterében az allhat,
hogy az enzim fehérje apolaris/aromas aminosav-oldallancai illetve a kromofor csoport
aromas gyulrije kozott kolesonhatas alakulhat ki, ami kedvezden befolyasolhatja a szubsztrat

kotodesét..

A 2. tablazat Osszefoglalja a szubsztrat koncentracid fuggés vizsgalata soran kapott

eredményeket.

2.tablazat: Michaelis-Menten allandék 6sszefoglalasa a vizsgéalt négy szubsztrat esetén

] Kwm értékek
Szubsztrat
mM mg/mi
G5 21,75 8,02
G7 6,68 7,69
CNP-G7 0,97 1,26
glikogén - 1,54

A glikogénnel valé 0Osszevetéshez mg/ml koncentracié egysegben is megadtam a Ky
értékeket. Lathatd, hogy a CNP-G7 és a glikogén kozel azonos koncentracidja elegendd a
maximalis sebesség felének eléréséhez.
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4. 2. Aktivalas és gatlasvizsgalat

4.2.1. AMP aktivalo hatadsa

A glikogén foszforildz enzim nem foszforilalt b forméaja (GFb) 6nmagaban inaktiv, katalitikus
aktivitasa csak AMP vagy IMP jelenlétében mutathaté ki. Az AMP a glikogén foszforilaz
allosztérikus aktivatora. Ez egy olyan nukleotid, amely képes hozzakotédni az enzim
feluletéhez, szerkezeti valtozast létrehozva ezzel.

A méréseim soran alkalmazott puffer, amelyet kordbban végzett tanulményok alapjan
allitottam 6ssze, 4 mM koncentracidban tartalmazta az AMP-t. Mivel az allosztérikus helyre
kot6dé inhibitorral is terveztem méréseket, fontos volt megismerni az AMP hatdsos aktivalo
koncentraciojat (20. &bra). A CNP-G7 és foszfat szubsztradtok nagy koncentraciojat (2,5 mM
illetve 1 M) alkalmaztam, igy a reakcidsebességet csak az AMP koncentracié befolyasolta.
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20. dbra: GPb enzim aktivitasanak AMP-fiiggés vizsgalata 2,5 mM CNP-G7 szubsztrat esetén

A félhatasos aktivator koncentracio (ECso) meghatirozisa formailag az enzim-szubsztrat

komplex Ky értékének meghatarozasaval analdg.
Az AMP-re kapott ECsp érték:

EC5():5O },LM
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A 20. abrabol lathatd, hogy megkozelitdleg 1 mM koncentracio felett mar nem kovetkezett be
jelentés valtozas a reakciosebessegben, tehat az AMP-t elegendd 1mM koncentracioban

alkalmazniahhoz, hogy teljesen aktivalja a GFb enzimet.

4.2.2. Gatlas vizsgalat

Ahogy azt mar kordbban emlitettem, a glikogén foszforilaz enzim egy potencialis célImolekula
a gyogyaszatban, mivel a vércukorszint szabalyozaséaért felelés glikogén foszforilaz enzim
gatlasan keresztiil lehet6ség nyilik a 2-es tipusu cukorbetegség kezelésére.

Dr. Somsédk Laszl6 és kutatocsoportja mar régota foglalkozik a glikogén foszforildz enzim
gatlasahoz szikséges inhibitorok szintetizalasaval.

Ez a kutatocsoport rendelkezéstinkre bocsatott két inhibitort, melyek gatld hatasat korabban a
glikogén szintézis irdnyaban lejatszod6 enzimreakcion vizsgaltdk. Ennek a két gatloszernek
végeztem el a vizsgalatat, azonban nem a glikogén szintézis, hanem a lebontas iranyaban. Az
egyik inhibitor a 3- (B-D- glikopiranozil)-5-(2-naftil)-1,2,4-triazol 1 volt, mely a vizsgalatok
alapjan az aktiv centrumhoz ko6todik [28]. A mérés sordn a mérécella 5 mg/ml koncentracioju
glikogén szubsztratot, 1M foszfat puffert illetve a vizsgalni kivant inhibitort tartalmazta. Az
ITC mérések soran kapott héeffektusokbol, amelyet egy inhibitort nem tartalmazd
referenciamintdn meért hévaltozashoz viszonyitottam, meghatdroztam az enzim maradék
aktivitasat. Ezt kovetden az aktivitdsokat abrazoltam (21. abra) az inhibitorkoncentraciok
természetes alapu logaritmusanak a fliggvényében, mely sordn egy szigmoid gorbét kaptam.

A gorbe inflexios pontja adja meg az inhibitor ICsq értékét. 1Cs5o= 49,5 UM.

28



a
k 0.8 —
t _
: 0.6 i
\%
i |
t 04 -
a |
S 02 .
0 il
0 2 4 6 8 10

Ini]

21.abra: 3- (B-D- glikopiranozil)-5-(2-naftil)-1,2,4-triazol ICsq értékének meghatarozésa GPb enzim

katalizalta glikogén bontasi reakcidban

Mivel a 3- (B-D- gliukopiranozil)-5-(2-naftil)-1,2,4-triazol egy olyan inhibitor, amely
kompetitiv modon fejti ki a gatlo hatasat, ezért az ICs érték a Cheng-Prushofegyenlet szerint

(3. egyenlet) szamithat6 at inhibicios allanddva.
ICs
5]
1+ @A)

K;, =

Tehat mivel ICso= 49,5 uM, [S]=5 mg/ml , Kn=1,54 mg/ml ezért Ki=11,7 uM.

A masik inhibitor, amellyel dolgoztam a (2R,3S)-2,3-bisz-[{(2E)-3-(4-hidroxi-3-
metoxifenil)prop-2-enoil}oxi]-butan-1,4-disav, a gatldészerek egy méasik csoportjaba tartozik.
Ellentétben az elébb leirt triazol inhibitorral, amely az aktiv centrumon fejti ki gatld hatésat,
ez a gatloszer az allosztérikus helyre k6t6dé inhibitorok k6zé tartozik [29]. Ahogy mar a
4.2.1. fejezetben targyaltam, az AMP egy olyan aktivator, mely az allosztérikus helyhez
kotédve aktivalja a GPb enzimet. A vizsgélt inhibitor azonban az AMP-vel kompetitiv médon
bekotddik az allosztérikus helyre, kiszoritva ezaltal az AMP-t, ami igy nem tudja Kifejteni az
aktivalo hatasat. A (2R,3S)-2,3-bisz-[{(2E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)prop-2-enoil}oxi]-

butan-1,4-disav inhibitor esetén az inhibitor koncentracidjanak fokozatos névelése ellenére
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sem tapasztaltam valtozast, tehat az inhibitor nem, vagy csak nagyon kis mértékben fejtett ki
gatlo hatast. Ennek az oka az aktivator és az inhibitor kdzott kompeticid van. Mivel az AMP
koncentracidja tébbszorés volt az inhibitoréhoz képest, ezért az AMP Kiszorithatta az

inhibitort a k6téhelyrdl, és ezért nem tudott gatld hatast kifejteni.

Az els6 méréssorozatban 4 mM AMP koncentracié mellett végeztem el a gatlasi vizsgalatot,
majd majd a méréseket megismételtem 1 mM AMP jelenlétében is, mely soran a 3.
tablazatban dsszefoglalt értékeket kaptam.

3. tablazat: Osszefliggés az inhibitor koncentrécio és az aktivitas kozott a 2. inhibitor esetén, 1 mM AMP-t

alkalmazva

Inhibitor koncentracié | Mert maradék aktivitas
(»M) (%0)
0,05 100
0,1 100
0,5 99,7
33 72,3
100 43,5
200 38,8
300 33

Az adatokra nem sikeriilt megfeleld gorbét illsztenem, de lathatd, hogy megkdzelitéleg 85 uM
okoz 50% gatlast.

Meéréseim szerint a ket inhibitor kdzil a kompetitiv gatlast okozo 1 gatloszer a hatéekonyabb,
amennyiben csak az ICsg értékeket hasonlitom 6ssze, ugyanis az allosztérikus helyre k6t6d6 2
inhibitor esetén az ICs érték a 1 triazolhoz kepest kdzel duplaja volt, ami azt jelenti, hogy
ugyanazon gatlé hatés kifejtéséhez nagyobb inhibitor koncentracidra van szikség a 2 inhibitor
alkalmazésakor.

Figyelembe kell azonban venni az alkalmazott mérési korilményeket is. Esetiinkben a
szubsztratok koncentracioja azonos volt mindkét mérési sorozatban, de az 1 inhibitor a
keletkez6 G-1-P-tal vagy a glikogénnel verseng a kotéhelyért, a 2 inhibitor viszont 1 mM
AMP-vel van kompeticidban [29]. Még nehezebb az dsszevetés a szintézis irdnyaban végzett
vizsgalatok soran meghatarozott inhibiciés allandokkal.

A gatlas vizsgalatok eredményét a 4. tdblazatban foglaltam 6ssze a korabban kdzolt adatokkal

egyutt.
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4.t4blazat: A vizsgalt inhibitorok gatlasi paramétereinek dsszewetése az irodal mi értékekkel

ICs¢ érték a
lebontas K; értékek a < etk st
S j ertekek a szintezis
Inhibitor iranyaban lebontéas ' L
L iranyaban
CNP-G7 iranyaban
szubsztraton
0,41 uM
1 49,5 uM 12,1 uM
G-1-P szubsztraton [28]
2 uM
2 ~85 uM ~85 uM
AMP-hez viszonyitva[29]

Az 1 inhibitor esetében a 0, 41uM gatlasi allandot G-1-P-on mérték szintézis iranyd merések
soran. Ahogy az enzimek esetén az aktivitds er6sen fiigg az alkalmazott szubsztrattol,
ugyanugy a gatlas meghatarozasanal sem mindegy, milyen szubsztraton vizsgaljuk a hatast.
Ugyanaz a kompetitiv gatldszer kisebb koncentracioban tudja hatékonyan gatolni egy
gyengébb (nagyobb Kpy értékkel rendelkezé) szubsztrat reakcidjat. Sajnos, a glikogén
foszforilaz esetében ritkdan kozolnek olyan adatokat, amikor mindkét reakcié iranyban
elvégezték a gatlas vizsgalatot [30], igy altalanos kdvetkeztetések nem vonhatdk le. Ha
figyelmen kivll hagyom azt, hogy a lebontas és a szintézis iranyd gatlasi vizsgalatok nem
ugyanazon korilmények kozott lettek elvégezve, akkor a kapott értekek 6sszehasonlitasa
alapjan megéallapithatd, hogy azok az inhibitorok, amelyek a szintézis iranyaban torténd
gatlasvizsgalatok soran hatékony gatldszereknek bizonyultak, a lebontas iranyaban mar nem
mutattak ugyanilyen kimagaslé eredményeket, hiszen nagysagrendekkel nagyobb értékeket
kaptam a gatlasiallandora a lebontas irdnyd mérések soran A pontos 6sszevetés természetesen
tovabbi méréseket igényel, hiszen nemcsak a reakcid irdnya volt eltérd, hanem az alkalmazott

szubsztratok és mas paraméterek is.

31




5. Osszefoglalas

Munkdm sordn a glikogen foszforilaz enzim Kinetikai és gatlasvizsgalatat végeztem
izotermalis titracios kalorimetria, roviden ITC modszer segitségével. Mivel az ITC
alkalmazasa enzimkinetikai vizsgalatokhoz viszonylag Uj iranynak szamit, igy a glikogen
foszforilaz enzimen végzett méréseim potencidlisan Uj eredményeket adhatnak. Méréseim
soran kihasznéltam, hogy az enzimet természetes szubsztratjan vizsgalhatom, illetve a

modszer lehetdvé teszi a reakcidosebesség direkt modon torténd meghatarozasat.

A Kkinetikai vizsgalatokat negy szubsztraton (G5, G7, CNP-G7, glikogén) vegeztem el,
melyeknél rendre meghataroztam a Michaelis-Menten allandokat (Ky). Ezen értékek
0sszehasonlitdsaval meg tudtam allapitani a glikogén foszforilaz enzim aktivitds mérése és

gatlasvizsgalata szamara a megfelel6 koriilményeket.

Ezt kovetden gatlasvizsgalatokat végeztem két olyan inhibitorral, melyet a Szerves Kémiai
Tanszék bocsatott rendelkezésunkre. Mind a két gatlészer esetén a glikogén lebontas
iranyaban végeztem méréseket, mely soran meghataroztam az inhibitorok 1Csq értékeit. A két
ICs0 ertéket 6sszevetettem egymassal, illetve a dr. Somsak Laszlo és kutatocsoportja altal, a
szintézis irdnyaban végzett gatlasvizsgalatok eredményeivel is. Azt tapasztaltam, hogy az
aktiv centrumhoz k6t6d6 triazol inhibitor ICs értéke kisebb volt, mint az allosztérikus helyre
kotédo inhibitoré, vagyis az el6bbi hatékonyabb gatloszernek bizonyult a lebontas irdnyaban
torténé vizsgalatok soran, ellentétben a korabban k6zolt eredményekkel, amelyek azonos
nagysagrendbe estek. A szintézis iranyl gatlasvizsgélatok soran kapott eredményekkel vald
Osszehasonlitas soran azt lattam, hogy ugyanazon inhibitor nem egyenlé mértékben fejti ki
gatlo hatdsat a lebontdas illetve a szintézis ranyaban. E10bbi estén nagysagrendekkel nagyobb
ICs0 értékeket kaptam, tehat az altalam alkalmazott két inhibitor a lebontas iranyaban végzett
vizsgalatok sordn nem bizonyult ugyanolyan hatékony gatloszernek, mint a szintézis
iranyaban. Az eredmények pontositdsa és altalanos kovetkeztetések levonasa érdekében

tovabbi vizsgalatokat végzunk.

32



Hivatkozasok

http://www.idf.org/worlddiabetesday/toolkit/gp/facts -fiqures

[1]:
[2]:

[31:
[4]
[5]
[6]
[7]

8]
(9]
[10]
[11]
[12]
[13]

[14]
[15]
[16]
[17]
[18]

[19]

[20]
[21]
[22]

[23]

[24]
[25]
[26]
[27]
[28]

[29]

[30]

Livanova NB, Chebotareva NA, Eronina TB, Kurganov Bl (2002). Biochemistry (Moscow) 67(10):
1089-1998.

D. Bradford' And L.N. Johnson (1992). The Protein Society I, 472-493.

Browner MF, Fletterick RJ (1992). Trends in Biochemical Science 17 (2): 66-71
Johnson LN (1992) FASEB Journal 6 (6): 2274-82.

Johnson and David Barford, Th eJournal of Biological Chemistry. 265(5): 2409-2412

Newgard CB, Hwang PK, Fletterick, RJ (1989) Critical Reviews Biochemistry and Molecular
Biology 24 (1): 69-99.

Sergei V. Klinov, Boris I. Kurganov, Biophysical Chemistry 92 Z2001. 89-102
Adam Veronika: Orvosi biokémia, Medicina Kényvkiadé RT, Budapest, 2001
Berg, Tymoczko & Stryer (2012). Biochemistry 7: 338.

Cori GT, Green AA (1943) Journal of Biological Chemistry 151 (1): 21-29.
Merle Mason (1971) Analytical Biochemistry 43, 57-65

Nora Alonso-Casaju’s, David Dauville’e, Alejandro Miguel Viale, Francisco Jose” M (2006) Journal of
Bacterology, 188 (14): 5266-5272

Saheki S, Takeda A, Shimazu T.( 1985), Analytical Biochemistry 148(2): 277-81.
Makino Y., Omichi K., (2009) Journal of Biological Chemistry 146(1): 71-6
Menten, L.; Michaelis, M. 1. (1913), Biochem 49: 333-369

Elodi Pal: Biokémia, Akadémiai Kiadd, Budapest, 1983

Lili Kandra, Gyéngyi Gyémant, Agnes Zajacz, Gyula Batta (2004), Biochemical and
BiophysicalResearch Communications 319: 1265-71

Christensen, J.J., lzatt, RM., Hansen L. D. and Partridge, J. M. (1966) J. Phys.Chem. 70, 2003-
2010[20]

Beaudette, N. V., nad Langerman, N. (1978) ANALYTICAL BIOCHEMISTRY 90, 693-704.
M.W. Freyer, E.A. Lewis (2008) Methods in Enzymology 84 79-113

http://pharmaxchange.info/press/2012/08/isothermal-titration-calorimetry-application-in-drug-
discovery/

http://www.malvern.com/en/products/product-range/microcal-range/microcal-itc-range/microcal-
itc200/default.asp x

Liang, Y. (2006) Journal of the Iranian Chemical Society, Vol. 3, No. 3, September 2006, pp. 209-219.
S. D’Amico, J.S. Sohier and G. Feller (2006). Journal of Biological Chemistry 358, 1296-1304

S. Tanabe, M. Kobayashi, K. Matsuda (1988) Agricultural Biological chemistry 52, 757-764
http.//themedicalbiochemistrypage.org/enzyme-kinetics.php

Eva Bokor, Tibor Docsa, Pal Gergely, LaszIl6 Somsak (2013) ACS Medicinal Chemistry Letters 4, 612-
615

Gergely Varga, Tibor Docsa, Pal Gergely, Laszlé Juhasz, Laszl6 Somsak (2013) Bioorganic
&Medicinal Chemistry Letters 23 1789-1792

L.Somsak, V.Nagy, T.Docsa, Zs.Hadady, P.Gergely (2003) Current Pharmaceutical Design 9, 1177-
1189

33


http://www.idf.org/worlddiabetesday/toolkit/gp/facts-figures
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Saheki%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=4061809
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Takeda%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=4061809
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shimazu%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=4061809
http://pharmaxchange.info/press/2012/08/isothermal-titration-calorimetry-application-in-drug-discovery/
http://pharmaxchange.info/press/2012/08/isothermal-titration-calorimetry-application-in-drug-discovery/
http://www.malvern.com/en/products/product-range/microcal-range/microcal-itc-range/microcal-itc200/default.aspx
http://www.malvern.com/en/products/product-range/microcal-range/microcal-itc-range/microcal-itc200/default.aspx
http://themedicalbiochemistrypage.org/enzyme-kinetics.php

