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Проведено сравнительное исследование активности ингибиторов различных сайтов гликогенфосфорилазы: 
каталитического сайта, DAB (IC50 – 49,41 мкМ); пуринового сайта, кофеин (IC50 – 720 мкМ) и кверцетина 
(IC50 – 15,69 мкМ); индолкарбоксамидного сайта, СР-316819 (IC50 – 1,24 мкМ). Помимо этого, выявлено, что инги-
биторы двух различных сайтов связывания СР-316819 и кофеин, оказывают синергетический эффект, как в низ-
ких, так и в высоких концентрациях. 
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INHIBITORY ACTIVITY OF SPECIFIC LIGANDS                                                                               
FOR DIFFERENT BINDING SITES OF GLYCOGEN PHOSPHORYLASE  

We compared  the activity of glycogen phosphorylase inhibitors with different binding sites including a catalytic site, 
DAB (IC50 – 49,41 mcM), a purine binding site, caffeine (IC50 – 750 mcM) and quercetin (IC50 – 15,69 mcM), in-
dole site, CP-316819 (IC50 – 1,24 mcM). Along with this, we found that inhibitors of two different binding sites 
(CP-316819 and caffeine) exert a synergistic effect both with a low and a high concentration.  
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Сахарный диабет (СД) 2-го типа представ-

ляет собой заболевание с нарушением угле-
водного обмена, проявляющийся инсулиноре-
зистентностью, нарушением функции поджелу-
дочной железы и повышением продукции 
глюкозы печенью [2]. Центральную роль в го-
меостазе глюкозы выполняет печень, заключаю-
щаяся в способности печени контролировать про-
дукцию глюкозы печенью (ПГП) [1]. Повышение 
продукции глюкозы печенью является одним из 
ведущих факторов в патогенезе СД и требует 
дополнительной фармакологической коррекции. 
Один из основных метаболических процессов, 
сопровождающихся повышенной ПГП при СД 2-го 
типа является гликогенолиз. Гликогенфосфори-
лаза (ГФ) – ключевой регуляторный фермент                 
в процессе распада гликогена до глюкозы [5, 11]. 

ГФ является димерным ферментом состоя-
щим из двух субъединиц, каталитически активной 

формой ГФа и каталитически не активной фор-
мой ГФb [10].   

У данного фермента существует несколько 
сайтов связывания для фармакологических                
лигандов: каталитический сайт; аллостерический 
сайт АМФ; кофеин-связывающий ингибирующий 
сайт (связывает пуриновые нуклеозиды); сайт 
хранения гликогена; индолкарбоксиамидный ал-
лостерический сайт; сайт связывания с бензими-
дазолами [8, 15]. 

В результате исследований были выявлены 
группы соединений и их производные, имеющие 
ГФ ингибирующую активность к определенному 
сайту связывания. Например, ингибиторы ката-
литического сайта представлены соединениями 
на основе глюкозы [14]. Основными представите-
лями ингибиторами кофеин-связывающего сайта 
являются пурины, флавоноиды, индирубины, 
а также кофеин [9], а индолкарбоксиамидного 
сайта – производные индола [12].  

* Исследование выполнено за счет гранта Российского научного фонда (проект № 14-25-00139). 
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ГФ на данный момент является одной из 
мишеней для создания новой группы препаратов 
в терапии СД 2-го типа.  

 
ЦЕЛЬ РАБОТЫ  

Апробировать тест системы и сравнить ин-
гибиторы ГФ, выстраивающиеся в различные 
сайты связывания. 

 
МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ 

В работе были использованы следующие 
соединения: CP-316819 (Sigma США), кверцетин 
(Sigma США), 1,4-дидеокси-1,4-имино-D-арабини-
тола гидрохлорид (DAB) (Sigma США) и кофеин 
(Sigma США). Данные вещества были исследо-
ваны в диапазона концентрация от 10-4 до 10-7. 

Для оценки ГФ ингибиторной активности in vitro 
100 мкл 50 мМ HEPES буфера с pH 7,2 содержа-
щего 100 мМ хлорид калия, 2,5 мМ хлорид маг-
ния, 0,5 мМ глюкозо-1-фосфата (Sigma, США),   
1 мг/мл гликогена, преинкубировали с мышечной 
гликогенфосфорилазой α кролика (Sigma, США) 
и исследуемыми соединениями при 30 °С 30 ми-
нут. После преинкубации количество высво-
божденного неорганического фосфата изме-
ряли через 20 минут после добавления 150 мкл 
1 М раствора HCl, содержащего 10 мг/мл мо-
либдата аммония и 0,38 мг/мл малахитового 
зеленого. Развитие окрашивания оценивали 
при 630 нм, используя прибор для считывания 
планшетов (Infinite M200, Tecan, Австрия) [17]. 

Для определения ингибирующей концен-
трации (IC50) соединения в 14 % ДМСО добав-
ляли в реакционную смесь, при этом в кон-
трольную смесь без ингибитора вносили ДМСО 
в аналогичной концентрации. 

Статистическую обработку данных про-
водили с использованием U-критерий Манна–
Уитни с использованием пакета программ 
Graphit 4.0.15 (Erithacus Software, Ltd, UK). 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ                                             
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Ингибирование гликогенолиза является 
одним из перспективных фармакологических 
подходов в терапии СД 2-го типа. ГФ снижает 
распад гликогена и повышает продукцию глюкозы 
печенью, а также воздействует на один из ос-
новных патогенетических факторов, что позво-
ляет корректировать гипергликемию и не приво-
дит к гипогликемии [3, 4]. В данной работе было 
проведено исследование соединений ингибито-
ров ГФ, связывающихся с различными сайтами, 
кофеин, кверцетин, CP-316819, DAB. Актив-
ность данных соединений описана во многих 
литературных источниках [6, 13], однако изуча-
ли их с использованием различных методологи-
ческих подходов. При выполнении данной  ра-
боты все соединения исследовались в одной 
тест системе. 
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Рис. 1. ГФ ингибирующая активность:  
а – CP-316819, б – кверцетина, в – DAB, г – кофеина  
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Одними из перспективных соединений яв-
ляются производные индол-2-карбоксамидов, 
ингибиторы индолкарбоксамидного сайта свя-
зывания ГФ. Представитель данного класса – 
CP-316819, который, по литературным данным, 
снижал уровень глюкозы у мышей с СД 2-го типа, 
при этом не вызывая гипогликемию, в то же вре-
мя не влияло на уровень глюкозы у интактных 
животных. В результате нашего исследования 
CP-316819 имел IC50 1,24 мкМ (0,37–4,16 мкМ, 
95 % C.I.) (рис. 1 а), что согласуется с ранее  
полученными результатами (рис. 1) [3].  

Помимо этого в нашей работе проверялась 
ингибирующая активность соединений пурино-
вого сайта связывания, взаимодействие лиган-
дов в данном сайте обуславливается образова-
нием π – π между остатком ароматической бо-
ковой цепи Фен 285, 280s петлей и Тир613 [9]. 
Кофеин является физиологическим лигандом 
данного сайта, однако демонстрирует низкую 
афинность к сайту связывания и поэтому акти-
вен в милимолярных концентрациях, так IC50 
составила 720 мкМ (560–920 мкМ, 95 % C.I.) 
(рис. 1 г). Также, по литературным данным,           
известно, что у ряда флавоноидов выявлена 

ГФ ингибирующая активность [17], в том числе 
и у кверцетина IC50 = 15,69 мкМ (8,12–30,30 мкМ, 
95 % C.I.) (рис. 1 б). Ингибиторы каталитического 
сайта представлены рядом соединений на основе 
глюкозы, это связано с контролем метаболизма 
гликогена глюкозой. Найден ряд ингибиторов 
среди класса иминосахара, представителем 
которых является DAB [4].  

Данное соединение тормозит гликогенолиз 
путем прямого ингибирования ГФ. В нашем         
исследовании DAB продемонстрировало актив-
ность и имело IC50 = 49,41 мкМ (31,27–78,07 мкМ,       
95 % C.I.) (рис. 1 в). 

В литературе представлены данные синер-
гетического взаимодействия кофеина и соедине-
ния W1807, в результате которых было доказано 
совместное действие двух лигандов [16], поэтому 
представляет интерес исследовать комбиниро-
ванные эффекты ингибиторов различных сай-
тов. В связи с этим следующим этапом данного 
исследования была проверка на совместное бло-
кирование ГФ физиологическим лигандом пурин 
связывающего сайта, кофеином и одним из наибо-
лее активных ингибиторов индолкарбоксамидного 
сайта CP-316819 (рис. 2).  

 

 
Рис. 2. Синергетический эффект соединений СР-316819 и кофеина: 

С* – концентрация (М); 
* данные достоверны по отношению к контролю, U-критерий Манна–Уитни (p < 0,05); 
◊ данные достоверны по отношению к показателям препарата сравнения,                           
U-критерий Манна–Уитни (p < 0,05) 

 
В результате изучения совместного влияния 

двух лигандов на различные сайты фермента 
выявлен синергетический эффект. При добавле-
нии физиологического лиганда кофеина к ингиби-
тору CP-316819 наблюдалось повышение инги-
бирующей активности, как видно из рис. 2, кото-
рое фиксировалось в диапазоне концентраций 
от 10-8 до 10-6. Так, при сочетании концентра-
ций СР-316919 (1·10-6 М) и кофеина (1·10-3 М) 
достигался максимальный эффект (98,15 ± 3,23) %.  

Помимо этого, суммация активностей инги-
биторов сохранялась и в более низких концентра-
циях. Данный вид исследований ингибиторов ГФ 
актуален, так как в дальнейшем это позволит 
комбинировать различные соединения, для до-
стижения максимального эффекта, и воздействие 
на различные сайты ГФ одновременно повысит 
эффективность данного класса антидиабетиче-
ских препаратов и снизить дозировки веществ. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
В результате данной работы было прове-

дено изучение активности ингибиторов ГФ 
CP-316819, DAB, кофеин и кверцетин. Во вто-
рой части исследования показана суммация 
действия двух ингибиторов различных сайтов 
связывания в дальнейшем, что позволит умень-
шать концентрации веществ для создания новых 
антидиабетических средств. 
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