
ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Το γλυκογϐνο εύναι ϋνα διακλαδιςμϋνο πολυμερϋσ γλυκϐζησ το οπούο αποτελεύ μια αποθόκη 

ενϋργειασ για τον οργανιςμϐ. Σε αςθενεύσ με ςακχαρώδη διαβότη τϑπου ΙΙ (ΣΔ2) ϋχει βρεθεύ 

ϐτι η ρϑθμιςη τησ γλυκογονϐλυςησ εύναι ανεπαρκόσ με ςυνϋπεια την αϑξηςη των επύπεδων 

του ςακχϊρου ςτο αύμα. Έτςι, ϋχει προταθεύ τα ϋνζυμα του μεταβολιςμοϑ του γλυκογϐνου να 

αποτελϋςουν μοριακοϑσ ςτϐχουσ για την εϑρεςη φαρμϊκων για τον ΣΔ2. Ο καταβολιςμϐσ του 

γλυκογϐνου γύνεται με τη ςυντονιςμϋνη δρϊςη δϑο ενζϑμων, τησ φωςφορυλϊςησ του 

γλυκογϐνου (GP) και του ενζϑμου αποδιακλϊδωςησ του γλυκογϐνου (GDE). Η GP καταλϑει τη 

ςταδιακό απομϊκρυνςη καταλούπων γλυκϐζησ απϐ το μακρομϐριο του γλυκογϐνου μϋχρι ϋνα 

ςημεύο διακλϊδωςησ, το οπούο διαςπϊ το GDE ώςτε να μπορϋςει η GP να ςυνεχύςει τη δρϊςη 

τησ.  

Η GP βρύςκεται ςτο κϋντρο του κατευθυνϐμενου απϐ τη δομό ςχεδιαςμοϑ ενώςεων οι οπούεσ 

θα μποροϑςαν να χρηςιμοποιηθοϑν για την φαρμακευτικό αντιμετώπιςη του ΣΔ2. Ανϊμεςα 

ςτα κϋντρα πρϐςδεςησ του ενζϑμου, το καταλυτικϐ εύναι αυτϐ που ϋχει μελετηθεύ 

περιςςϐτερο, κυρύωσ με ανϊλογα γλυκϐζησ, ενώ λύγα εύναι γνωςτϊ για τισ ιδιϐτητεσ του 

κϋντρου αναςτολόσ. Στη διδακτορικό διατριβό μελετόςαμε 4 διαφορετικϋσ κατηγορύεσ 

αναλϐγων γλυκϐζησ ςτοχεϑοντασ το καταλυτικϐ κϋντρο και μια κατηγορύα αναλϐγων 

χρυςύνησ ςτοχεϑοντασ το κϋντρο αναςτολόσ. Στην πρώτη κατηγορύα αναλϐγων γλυκϐζησ, 

μελετόςαμε τα (S) και (R) επιμερό γλυκοπυρανοςιλιδενο-ςπεύρο-ιμιδαζολινονών ωσ 

αναςτολεύσ τησ hlGP. Βρϋθηκε ϐτι τα (R) ςπεύρο-επιμερό όταν πιο ιςχυρού αναςτολεύσ απϐ τα 

αντύςτοιχα (S) και ο πιο ιςχυρϐσ αναςτολϋασ όταν ο 30 (Ki = 1.72 μΜ) ο οπούοσ διϋθετε μια 

ομϊδα 2-ναφθαλενύου. Κρυςταλλογραφικϋσ μελϋτεσ ακτύνων-Χ ϋδειξαν ϐτι μϐνο τα (R) 

επιμερό προςδϋνονται ςτο καταλυτικϐ κϋντρο τησ GP. Επιπλϋον, οι πληροφορύεσ απϐ τισ δομϋσ 

ϋδωςαν μια εξόγηςη για τισ διαφορϋσ ςτην ιςχϑ τησ αναςτολόσ ςυγκριτικϊ με ϊλλεσ ςπεύρο-

κυκλικϋσ ενώςεισ. Στη δεϑτερη κατηγορύα αναλϐγων γλυκϐζησ, μελετόςαμε ανϊλογα C-β-D-

γλυκοπυρανϐςυλο -θειαζολών, -ιμιδαζολών και μιασ N-β-D γλυκοπυρανϐςυλο–τετραζϐλησ ωσ 

αναςτολεύσ τησ hlGP. Ο πιο ιςχυρϐσ αναςτολϋασ όταν η C-β-D-γλυκοπυρανϐςυλο-ιμιδαζϐλη 9 

(Ki = 3.2 μΜ) η οπούα εύχε ωσ υποκαταςτϊτη ςτον ιμιδαζολικϐ δακτϑλιο μια 2-ναφθαλενομϊδα. 

Οι γλυκοπυρανϐςυλο-θειαζϐλεσ βρϋθηκαν να εύναι αςθενϋςτεροι αναςτολεύσ απϐ τισ 

αντύςτοιχεσ γλυκοπυρανϐςυλο-ιμιδαζϐλεσ ενώ η N-β-D γλυκοπυρανϐςυλο–τετραζϐλη όταν ο 

πλϋον αςθενϋςτεροσ αναςτολϋασ απϐ αυτό τη κατηγορύα ενώςεων. Η εφαρμογό 

κρυςταλλογραφύασ ακτύνων-Χ ανϋδειξε τη ςημαςύα του δεςμοϑ υδρογϐνου μεταξϑ του 



δακτυλύου του ιμιδαζολύου και του οξυγϐνου του καρβονυλύου τησ κϑριασ αλυςύδασ τησ 

His377. Στην τρύτη κατηγορύα ενώςεων, μελετόθηκαν ανϊλογα C-β-γλυκοςϊμινιλ-τριαζϐλησ 

ωσ αναςτολεύσ τησ hlGPa. Οι ενώςεισ αυτϋσ εύχαν τροποποιημϋνο το δακτϑλιο τησ 

γλυκοπυρανϐζησ καθώσ η ομϊδα -ΟΗ ςτη θϋςη 2’ εύχε αντικαταςταθεύ απϐ μια ομϊδα –ΝΗ2 

(γλυκοζαμύνεσ). Ο πιο ιςχυρϐσ αναςτολϋασ όταν ο 29b (Κi = 7.6 μΜ) ο οπούοσ ϋφερε ωσ 

υποκαταςτϊτη μια ομϊδα 2-ναφθαλενύου και κατατϊςςεται μϋςα ςτισ πϋντε πιο ιςχυρϋσ 

ενώςεισ ωσ προσ την GP με τροποποιημϋνο δακτϑλιο γλυκοπυρανϐζησ που προςδϋνονται ςτο 

καταλυτικϐ τησ κϋντρο. Επιπλϋον, παρατηρόςαμε ϐτι η αντικατϊςταςη τησ ομϊδασ 2’ –ΟΗ τησ 

γλυκοπυρανϐζησ απϐ –ΝΗ2 αν και ϋχει μια αρνητικό επύδραςη ςτη ςταθερϊ αναςτολόσ, οι νϋεσ 

ενώςεισ εξακολουθοϑςαν να εύναι αρκετϊ ιςχυρού αναςτολεύσ τησ GP, ςε αντύθεςη με 

προηγοϑμενεσ μελϋτεσ. Στην τϋταρτη κατηγορύα ενώςεων, μελετόςαμε τισ ιδιϐτητεσ τησ β-

εςοχόσ του καταλυτικοϑ κϋντρου τησ GP μϋςω τησ ςϑνδεςησ C-β-D-γλυκοπυρανϐςυλο-

τριαζολικών ενώςεων. Ο πιο ιςχυρϐσ αναςτολϋασ όταν ο CK900 (Ki = 427 nM) και η εφαρμογό 

κρυςταλλογραφύασ ακτύνων-Χ ϋδειξε ϐτι οι ενώςεισ βρϋθηκαν προςδεδεμϋνεσ ςτο καταλυτικϐ 

κϋντρο τησ GP. Η ανϊλυςη των δομών των ςυμπλϐκων ανϋδειξε τισ υδρϐφοβεσ και υδρϐφιλεσ 

περιοχϋσ, των οπούων οι αλληλεπιδρϊςεισ με τουσ αναςτολεύσ μποροϑν να αυξόςουν ό να 

εξαςθενύςουν την ιςχϑ τουσ. Τϋλοσ, μελετόςαμε το κϋντρο αναςτολόσ τησ GP μϋςα απϐ τη 

ςϑνδεςη ςε αυτϐ αναλϐγων χρυςύνησ. (Ki = 7.6 μΜ). Κινητικϋσ μελϋτεσ ϋδειξαν ο πιο ιςχυρϐσ 

αναςτολϋασ όταν ο 43 (Ki = 1.0 µM) ο οπούοσ εμφανύζεται ςχεδϐν ιςοδϑναμοσ με τη 

φλαβοπιριδϐλη, τον πιο ιςχυρϐ αναςτολϋα για το κϋντρο αναςτολόσ τησ GP. Κινητικϋσ και 

κρυςταλλογραφικϋσ μελϋτεσ ϋδειξαν την πρϐςδεςη των αναςτολϋων ςτο κϋντρο αναςτολόσ 

του ενζϑμου και προςϋφεραν τισ πληροφορύεσ για τα επϐμενα βόματα ςτον κατευθυνϐμενο 

απϐ τη δομό ςχεδιαςμϐ ενώςεων.  

Εκτϐσ απϐ τη GP μελετόςαμε και το ανθρώπινο GDE (hGDE) για το οπούο δεν υπϊρχει 

αναφορϊ ςτη βιβλιογραφύα για παραγωγό του ςτο E. coli. Η μϐνη διαθϋςιμη κρυςταλλικό 

δομό για ευκαρυωτικϐ GDE προϋρχεται απϐ τον οργανιςμϐ Candida glabrata (CgGDE). Έγιναν 

δοκιμϋσ παραγωγόσ και αναδύπλωςησ τησ πρωτεϏνησ ςτο περύπλαςμα και ςτο κυτταρϐπλαςμα 

του E. coli. Σε ϐ,τι αφορϊ το περύπλαςμα, ϋγιναν προςπϊθειεσ αναδύπλωςησ του hGDE ςε αυτϐ 

το χώρο αλλϊ οι ποςϐτητεσ που παρόχθηςαν δεν όταν επαρκόσ για δομικϋσ μελϋτεσ. Σε ϐ,τι 

αφορϊ το κυτταρϐπλαςμα, ϋγιναν δοκιμϋσ παραγωγόσ του hGDE ςε διαφορετικϊ ςτελϋχη E. 

coli με χρόςη διαφορετικών διαλυμϊτων λϑςησ, χωρύσ να παρατηρηθεύ παραγωγό διαλυτόσ 

πρωτεϏνησ. Συν-ϋκφραςη με μοριακϋσ ςυνοδοϑσ οδόγηςε ςε παραγωγό ικανοποιητικών 



ποςοτότων διαλυτοϑ hGDE το οπούο απομονώθηκε ςε υψηλό βιοχημικό καθαρϐτητα. 

Επιπλϋον, επετεϑχθη ο διαχωριςμϐσ τησ δραςτικόσ απϐ τη μη δραςτικό πρωτεϏνη μϋςω 

ταχεύασ υγρόσ χρωματογραφύασ πρωτεώνών. Η χρόςη τησ μοριακόσ ςυνοδοϑ trigger factor 

οδόγηςε ςε μεγϊλη παραγωγό διαλυτοϑ hGDE, αλλϊ η χρόςη των μοριακών ςυνοδών 

GroES/EL οδόγηςε ςε παραγωγό λιγϐτερησ αλλϊ πιο δραςτικόσ πρωτεϏνησ. Κινητικϋσ μελϋτεσ 

ϋδειξαν ϐτι το ϋνζυμο ακολουθεύ κινητικό Michaelis-Menten και παρουςιϊζει μϋγιςτη 

δραςτικϐτητα ςε θερμοκραςύα 37 οC ςε pH 6.0. Τϋλοσ, κρϑςταλλοι του hGDE φαύνεται να 

αναπτϑχθηκαν ςε θερμοκραςύα 16 οC ςε δϑο ςυνθόκεσ (0.1 M Tris-HCl pH 8.8, 10 % w/v 

PEG4000 και 0.1 M Hepes-NaOH pH 7.5, 12 % w/v PEG8000). Εκτϐσ απϐ το hGDE, 

απομονώςαμε το CgGDE με χρόςη ςτόλησ ςυγγϋνειασ β-CD sepharose 6B και το 

κρυςταλλώςαμε ςε μια καινοϑρια ςυνθόκη που δεν ϋχει περιγραφεύ ςτη βιβλιογραφύα. Σε 

περύπτωςη που οι κρϑςταλλοι του hGDE δεν περιθλοϑν ικανοποιητικϊ τισ ακτύνεσ-Χ, τϐτε 

κρϑςταλλοι του CgGDE μποροϑν να χρηςιμοποιηθοϑν για την εϑρεςη του τρϐπου πρϐςδεςησ 

αναςτολϋων ςτο ϋνζυμο εφαρμϐζοντασ κινητικϋσ μελϋτεσ και ςτα δϑο ϋνζυμα για λϐγουσ 

ςϑγκριςησ. 

  


