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1. BEVEZETES

Az obezitas prevalencidjanak gyors novekedése, az ehhez tarsuld inzulin
rezisztencia, majd ennek kovetkeztében kialakulo 2-es tipust diabétesz, (Type 2 diabetes
mellitus, T2DM) és szovédményei vilagméretii egészségligyi problémat jelentenek. A
XXI. szazad {6 népegészségiigyi problémajava valt diabétesz mellitus (DM) vezet6 helyet
foglal el a nem fert6z6 Un. ,civilizacios” betegségek soraban. Az egészségiigyi
Vilagszervezet (WHO) becslése szerint a cukorbetegek szama 2030-ra, 552 millié fére fog
emelkedni, és ez a szam még nem tartalmazza a nem diagnosztizalt eseteket. Ennek
ismeretében nem meglepd, hogy az elhizassal Osszefliggd egészségligyi kiadasok kozott a
kovetkezményesen kialakuld diabetes mellitus kezelésének a koltségei a legmagasabbak.
Az Egyesiilt Allamokban ezek a kiadasok elérik a 32,4 milliard dollart! A cukorbetegek
90%-at a feln6tt korban manifesztalodo, 2es tipusi diabétesz mellitusban szenvedd
betegek alkotjak. A jelenlegi prevalencia adatok és a varhato incidencia-névekedés
korrelal, a manapsag metabolikus szindroma néven ismert tiinet egyiittes ,,jarvanyszeri”
terjedésével, melyben kozponti szerepet jatszik az inzulin rezisztencia ¢és az elhizas
(obesitas, obezitas). 1997-ben a WHO az elhizast hivatalosan is vilagjarvannya
nyilvanitotta. 2008-ban vilagszerte mar 1,4 milliard felndtt szamitott tulsulyosnak, 500
millio 6 pedig elhizottnak. Ugyanakkor az obezitast az elsé megel6zhetd halalozasi
okként tartjak szdmon. Kialakulasaban a genetikai hattér mellett szerepet jatszanak a
kornyezeti tényezok, a kevés mozgassal jellemezhetd életmod, de ugyanigy szerepe lehet
egyes gyogyszerek tartds hasznalatanak is. Tipikus példaja ez utobbinak az atipusos
antipszichotikumok (AAP) (pl: clozapine, olanzapine) alkalmazasa, melyeket azért
fejlesztették ki, mert az eddig forgalomban 1év6 gyogyszerek kedvezdtlen mellékhatas
spektrummal rendelkeztek. Az 0j tipusu szereknél ez a hatds megsziint, azonban e
gyogyszerek tartos szedése soran a betegek elhiznak, a szénhidrat haztartasuk felborul,
stlyos esetben cukorbeteggé valhatnak, vagy a meglévé cukorbetegségiik romlik. Ez a
folyamat jelentdsen rontja a beteg compliance-ét és igy a terapia eredményét, valamint
hozzajarulnak az egyre nagyobb szamban diagnosztizalt T2DM-os betegek szamanak
névekedéséhez. Ertekezésem egyik f6 témaja tehat az AAP-ok okozta metabolikus

eltérések vizsgalata.



A cukorbetegség és az inzulinrezisztencia 0j kezelési lehetdségei pedig azért
keriiltek vizsgalataim kozéppontjaba, mert az erre a célra kifejlesztett 0j originalis és
szajon at szedhetd gyogyszerkészitmények mar régéta nem Kkeriiltek forgalomba.
Ugyanakkor pedig a jelenleg elérhetd farmakoterapias (gyogyszeres) kezelések egyike
sem nyQjt minden szempontbdl kifogastalan megoldast a cukorbetegség kezelésére. Az
originalis gyogyszermolekuldk fejlesztése koltséges és hosszu idét vesz igénybe. Célom
generikus molekuldk szamitogépes algoritmusok alapjan torténd keresése, valamint in
vitro és in vivo hatastani jellemzése, kilonds tekintettel az inzulinérzékenyitd
mechanizmusra. Ertekezésem masik f6 témaja az inzulin rezisztencia farmakologiai

befolyasolhatosaganak tanulmanyozasa.

2. CELKITUZESEK

1. Els6 célkitiizésem az egyszeri szajon at adott olanzapin endogén inzulinérzékenyitd
mechanizmusra gyakorolt hatasanak vizsgalata volt. Tovabba célom volt, hogy
felfedjiik a kiinduld pontjat annak a folyamatnak, mely az étvagy fokozodasahoz és
megnévekedett taplalékfelvételhez vezet. Egyszeri oralis olanzapin dozis hatasat
vizsgaltuk a bélhormonokra (ghrelin, inzulin, leptin, GLP-1, GIP, peptid YY,
amylin és PP) melyek részt vesznek az inzulinérzékenység és az étvagy
szabalyozasaban. Ahhoz hogy tanulmanyozni tudjuk, hogy az olanzapin miként
befolyasolja az inzulinérzékenységet és az étvagyat, ki kell zarni olyan zavard
faktorokat melyek a zsirszovet gyarapodasabol és/vagy a teststly névekedésébol
szarmaznak, ezért egy egyszeri | mg/kg-s oralis adasmodot valasztottunk, mely
bizonyitottan elhizast indukal néstény Sprague-Dawley (SD) patkanyokban hossza

tavu alkalmazasa soran.

2. Tovabbi célom volt annak vizsgalata, hogy vajon az altalunk hasznalt in silico
predikciés metodika hasznalhato-e generikus gyogyszerek sziirésére Uj terapias
indikaciok azonositasa érdekében? Ahhoz, hogy teszteljiik ezt a moddszertani
megkozelitést, az 1255 generikus gyogyszert tartalmazé FDA adatbazisban

molekula sziirést végeztiink, azok lehetséges PPARy aktivalo tulajdonsaganak

4



megjoslasa céljabol. Az in silico modszerrel kivalasztott molekuldkat in vitro
PPARYy receptort expresszalo sejtkulturdkon teszteltik tovabb, hogy valdban
képesek-e PPARy receptor aktivalasara. Az in vitro legigéretesebbnek tiind jel6lton
elvégeztiink egy sor in vivo kisérletet 2-es tipusa diabéteszes patkany allatmodell
segitségével, hogy igazoljuk vagy megcafoljuk a feltételezett PPARy receptorhoz

kapcsolodd inzulinérzékenyit6 hatast.

3. ANYAGOK ES MODSZEREK

Etikai engedélyek

Vizsgalataink soran minden allatkisérletet a laboratoriumi allatok védelmérdl és
hasznalatarol szolo rendelkezések és az ezzel Osszhangban 1évo, a Debreceni Egyetem
helyi etikai irdnyelveinek a betartisaval végeztiik (08/2007/DE MAB&16/2007 DE
MAB).

Kisérleti allatok, kezelési csoportok

A kisérlethez 24 db 175-200g suly ndstény SD patkanyt (Innovo Kft, Isaszeg
Magyarorszag) hasznaltunk. Az allatokat az érkezésiiket kovetden egy hétig szoktattuk az
Uj koryezetiikhoz. A patkanyokat standard allathazi koriilmények kozott tartottuk azaz,
biztositottuk szdmukra a 12-12 drés vilagos/sotét periddust, 22-24°C hémérsékletet és az
50-70%-os relativ paratartalmat. Az allatokat egymastol elkiilonitve (metabolikus ketrec)
(3701MO081, Techniplast, Olaszoszag) helyeztiik el, standard laboratériumi tappal (S8106-
S011 SM R/M-Z+H; ssniff Spezialdidten GmbH, Németorszag) etettiik és csapvizzel
itattuk ad libitum, az akklimatizacios adaptacios periodus alatt. Egy héttel késébb, az
allatokat 2 f6 csoportra osztottuk, az oldoszerrel kezelt kontroll (n=12) és az olanzapin
kezelt (n=12) csoportokra. Mindkét csoporton beliil random létrehoztunk éheztetett (n=6)
és evett n=6) alcsoportokat. Mindkét alcsoporttol a tapot elvettiik a kisérlet megkezdése
elott 16 oraval, de az evett csoportnak 2 orara visszaadtuk az altatds megkezdése elott. A
miitét el6tt az allatokat elaltattuk (tiopental, 50 mg/kg, i.p.)

Az olanzapint (Sigma-Aldrich, Magyarorszag) vagy az oldoszert szajon at szondan

keresztiil adtuk be a tap visszaadasa el6tt az evett csoportnak vagy a tap visszaaddsa
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nélkiil az éheztetett csoportnak, 2 6raval az altatds megkezdése el6tt. Az olanzapint
egyszeri 1 mg/kg-s oralis dozisban adtuk, mely bizonyitottan elhizast okozott ndstény SD

patkanyoknal.

,, Meal-size” mérés

Ahhoz, hogy meghatarozzuk a gyogyszer vagy oldoszer beadasa utani elsé
étkezésnek az idGtartamat és az elfogyasztott tapnak a mennyiségét, kovettiik van der Zaal
és mtsai altal leirt protokollt. Az allatokat éheztettik 16 oOran keresztiil a kisérlet
megkezdése el6tt. Azokban a csoportokban, ahol az allatok visszakaptak a tapot, mind az
oldoszeres, mind pedig az olanzapinnal kezelt allatoknal biztositva volt a taptartd
edényekhez valo korlatlan hozzaférés, ad libitum ehettek. Kozben video
megfigyelérendszert hasznaltunk, hogy a tavolbol figyelhessik a taplalkozasi
viselkedésiiket mikozben a taptartd edény stlyat a benne 1év6 tappal egyiitt folyamatosan
rogzitettiik. Az elso étkezés alkalmaval elfogyasztott tap mennyiségét (first meal size) és
id6tartamat (meal duration) a kovetkez6képpen hataroztuk meg: egy étkezésnek szamit,
amikor a taplalékfelvétel idotartama alatt legalabb 1 kcal mennyiségii tap fogy el, illetve a
két étkezés kozott eltelt iddintervallum legalabb 5 perc. Miutan lemértiik a first meal size-
t, az altatas megkezdéséig hatralévé idében hagytuk az allatokat ad libitum enni. Ezalatt a

2 6ras periodus alatt 6sszesen elfogyasztott tap mennyiségét szintén meghataroztuk.

Miitéti eljaras

Az ¢éjszakai éhezést koveten az allatokat elaltattuk intraperitonealis tiopental
(Trapanal) injekcioval (50 mg/kg). A tracheaba egy polietilén kaniilt vezettiink be, hogy
ezen keresztiil biztositsuk az allat szamara a szabadon atjarhato légutakat. A kisérlet soran
a folyamatos anesztézia érdekében sziikség van tovabbi tiopental adasra, mely a jobb
femoralis vénaba helyezett kaniilon keresztiil torténik. A jobb artéria carotisba szintén
kaniilt vezettink be. Ezen keresztill tortént a vérvétel és a vérnyomas mérése.
(Experimetria Kft, Budapest, Magyarorszag) A bal jugularis vénéaba elhelyezett kaniilon
keresztiil tortént az inzulin és a 20%-os gliikdz infuzid beadasa. A véralvadas elkeriilése
érdekében az allatok heparint (100 [U/kg i.v.) kaptak. A testhdmérsékletiiket folyamatosan
37 + 0.5°C koriil tartottuk fiitheté miitdasztal (Type 872H, Type 861, Hugo Sachs
Elektronik- Harvard Apparatus GmbH, March-Hugstetten, Németorszag) segitségével. A
kisérlet végén az allatokat intravéndsan beadott thiopentallal (100mg/kg) talaltattuk.



Rapid Insulin Sensitivity Test (RIST)

A RIST-et a korabban leirtak szerint hajtottuk végre, hogy megvizsgaljuk a
posztprandialis teljes test inzulin érzékenységében bekovetkezd valtozasokat egyszeri
oralis (1 mg/kg) olanzapin adas hatasara. A miitét utani 30 perces stabilizacids periodust
koveten, 5 percenként vért vettink az artéria carotisbol, vércukor szint ellenérzés
céljabol. Amikor egymast koveté harom mérés soran stabil vércukor értékeket mértiink,
azt tekintettik a tovabbiakban kontroll értéknek. Ezutan 50 mU/kg bolus inzulint
(Humulin R, Eli Lilly, USA) adtunk be 5 perc alatt infuziés pumpaval i.v., majd
elinditottunk egy folyamatos glikdz infuziot, és a vércukor szintet 2 percenként
ellendriztik, és a cukorinfiizio sebességét aszerint allitottuk, hogy az elézbleg
meghatarozott kontroll értéket elérjiik. Az Gsszesen beadott glikoéz infuzid mennyisége
(mg/kg-ban meghatarozva), amely ellenslyozni képes az 50 mg/kg inzulin
hipoglikemizalé hatasat, adja meg a RIST indexet, amely a teljes test

inzulinérzékenységének a mutatdja.

HOMA-IR

A HOMA-IR index kiszamitasat azért végezziik el, hogy meghatarozzuk az bazalis
inzulinérzékenységet éhgyomri allapotban. Az éhgyomri plazma inzulin szint (FPI) és az
éhgyomri vércukor szint (FBG) alapjan a teljes test inzulinrezisztencidja (HOMA-IR)
kiszamithato. A HOMA-t széles korben alkalmazzak klinikai kutatisokban (Cutfield és
mtsai 2003, Matthews és mtsai 1985, Wallace és Matthews 2002). A HOMA-IR-t tigy
(mU/ml) mennyiségének szorzata, osztva 22,5-el. A legnagyobb elénye a HOMA-IR —nek
a FPI vagy a FBG/FPI aranyhoz képest, hogy figyelembe veszi az éhgyomri

hiperglikémiat. A megnovekedett HOMA-IR érték inzulin rezisztenciara utal.

Hormon szintek meghatdrozdasa vérmintabol

A RIST megkezdése el6tt vérmintat (0.1 ml) vettiink az artéria carotisbol, amibdl a
kovetkez6 hormonokat hataroztuk meg: inzulin, GLP-1, pankreasz polipeptid (PP), peptid
YY, ghrelin, leptin és amylin. A mintdkat centrifugaltuk (10000g 2 perc, 4°C), majd a
feliiluszo plazmat levalasztottuk és -70°C-on taroltuk a hormonok meghatdrozasaig. A
plazma hormon szintek méréséhez in. Rat Metabolism Panelt (RGT-88K-08, EMD
Millipore Corp., Billerica, MA, USA) hasznaltunk és az alabbi hormonok meghatarozasat:



inzulin, GLP-1 (aktiv), GIP (teljes), PP, peptid YY(teljes), ghrelin (aktiv), leptin, amylin

(aktiv) a gyarto eldirasa szerint végeztiik. Molekularis Medicina Kutato Kézpont végezte.

One dimensional DPM

A potencialis PPARy agonista jeloltek kivalasztasara az elébb ismertetett DPM
egyszeriibb verzidjat hasznaltuk, ami egy szisztematikus, mintazaton alapuld, bioaktivitasi
predikcios modszer. Ez a modszer kis molekulaju vegyiiletek virtualis affinitasi
ujjlenyomatat hasznalja, hogy megjosolja azok gyogyhatasat és célfehérjéit. A DPM-ben
az affinitasi ujjlenyomatot IP-nek hivjak, mely all a vegyiiletek dokkolasi értékeinek
halmazabol és egy elére meghatarozott nem célfehérjékbol allo készletbdl, melyek
diszkriminator feliiletet alkotnak a molekulak szamara. A 6 kiilonbség a DPM és az itt
bemutatott oDPM ko6zott, az hogy az utobbi modszer az egydimenzids tavolsagszerii
mértéket alkalmaz ahhoz, hogy Osszehasonlitsa az IP-ket, melyeket vektoroknak tekint
egy tobbdimenzids térben, mig a DPM hipersikot general, hogy elvéalassza az aktiv és az
inaktiv vegyiileteket a tobbdimenzids térben. A legfébb ok, hogy az oDPM-et
alkalmazzuk a DPM helyett, hogy a referencia halmazban behatarolt a vegyiiletek szama.
Egy korabbi megallapitasunk szerint legalabb 10 tagh csoportra van sziikség ahhoz, hogy
megbizhatéan miikédjon a DPM tobbvaltozos statisztikai modszere, és kevesebb, mint 10

tag esetén egy alternativ értékelési modszerre van sziikség, mint amilyen az oDPM.

Mintagytijtés
Gyogyszer adatbazis felhasznalasaval Osszegyljtottink az FDA altal elfogadott
1255 molekulat és kivalasztottunk hozza 149 fehérjét a Research Collaboratory for
Structural Bioinformatics Protein Data Bank adatbazisabol, ahogy azt korabbi munkank

soran tettilk. A mintagyiijtést Dr Simon Zoltan és munkacsoportja végezte.

Dokkolasi el6késziiletek és szamitasok
A dokkolasi elékésziileteket és szamitasokat az AutoDockTools-al (Molecular
Graphics Laboratory, The Scripps Research Institute, La Jolla, CA, USA) és Dovis2.0
(DOcking-based VIrtual Screening, Biotechnology High Performance Computing
Software Applications Institute, Department of Defense, Frederick, MD, USA) szoftver
segitségével végeztiik, és az AutoDock4 (Molecular Graphics Laboratory, The Scripps

Research Institute) dokkold programban talalhatd pontozé fliggvénnyel. Az eldkésziiletek



a korabban leirtak szerint torténtek. Az egyes molekulakat, az elére meghatarozott
kiilonbozo fehérjékre dokkoltuk, és az affinitasi értéket a dokkolt szerkezet szabadenergia
értékébdl szarmaztatjuk, amit azutan egy adatbazisba importaltuk. A dokkolasokat egy
104 kozponti vezérldegységes (CPU) (Hewlett-Packard Company, Palo Alto, CA, USA)
Hewlett-Packard csoporton futtattuk le. Osszesen 1255%149=186995 dokkolas tértént,
200-szor ismételve minden egyes gyogyszermolekula-célfehérje parra, melyet AutoDock4
(Molecular Graphics Laboratory, The Scripps Research Institute) programmal végeztiink
és értekeltiink. A dokkolasi elokésziileteket és a szamitdsokat Dr Simon Zoltan és

munkacsoportja végezte el.

Referencia készlet
Gyogyhatas adatbazis hasznalata helyett, egy 8 kiilonb6z6 vegyiiletbol allo
referencia készletet hasznaltunk, melynek minden tagja ugyanazon receptoron hat. Ezek
az ismert PPARy agonistdk az alabbi vegyiiletek voltak: roziglitazon, bexaroten,

gemfibrozil, alfa-linolsav, fenofibrat, bezafibrat és clofibrat.

IP hasonldsagi szamitasok
Az IP vektorok 4ltal bezart szog alapjan meghatarozott hasonldsagi egyiitthatot (d)
hasznaltuk az IP hasonlosagi matrix 1étrehozasahoz. Az IP vektorokat a dokkolasi értékeik
hatarozzak meg, melyek koordinataknak tekinthet6k egy 149 dimenzids térben, melyet a
149 féle fehérjébdl allo készlet hoz létre. A szdg cosinusanak tavolsagi egyiitthatdjat
hasznaltuk, hogy meghatarozzuk a két vektor kozti szoget ebben a 149 dimenzids térben,

mely a kdvetkez képlettel szamithato ki:

l_lalb \ 180

dyp = arccos -
\Jz SN,

ahol, dag az IP tavolsag értéke A és B molekula kozott, és a; és b a dokkolasi értékei A és

B molekulanak az i-edik fehérjére a 149-bol.



Szomszédsagon alapuld bioaktivitasi predikcio (szomszédsagi analizis)
Az IP hasonlésagi matrix alapjan hasonlosagi listakat alkottunk a referencia készlet
minden egyes elemére. A 8 szomszédsagi listan a maximalis 3 atfed6 el6fordulassal (d=3)

szerepld vegyiileteket valasztottuk ki tovabbi elemzésre. (Dr Simon Zoltan és mtsai.)

In vitro tanulmany — génexpresszios vizsgalatok

Az in silico médszerrel kivalasztott vegyiiletek PPARY aktivalo hatasat Mono Mac6
(MM6) sejtvonalon teszteltik. Az MM6 monoblasztos leukémia eredetli monocita
sejtvonal, amelyr6l ismert, hogy expresszalja PPARy-t. A PPARy aktivacidja szamos gén
aktvalodasat eredményezi, ezek kozott vannak olyanok, melyek kizarolag PPARy
miikodéséhez kotott. Ilyen a FABP4/aP2 (fatty acid-binding protein 4/adipocyte protein)
gén, mely expressziojat vizsgaltuk.

A kisérletet 48 lyuk sejttenyészt6 plate-n végeztiik, az egyes lyukakba 200000 sejt
keriilt, és minden kezelés triplikaban tortént. A sejteket el6kezeltiik PMA-val (Phorbol 12-
myristate 13-acetate). A PMA makrofag jellegiivé teszi a sejteket és érzékenyiti a PPARY
valaszt. 24 6ra utan a PMA-t kimostuk és friss tapfolyadékot adtunk, majd elinditottuk a
kezelést a kivalasztott vegyiiletekkel, melyeket a kovetkezé koncentracidkban adtunk (10
8 107, 10° 107), hogy koncentricio-valasz gorbéket kapjunk. Pozitiv kontrollként a
PPARy ismert agonistajat a roziglitazont (10%, 107, 10®), negativ kontrollként a
vegyiiletek oldoszerét (DMSO) dimetil-szulfoxid, etanol vagy viz) alkalmaztuk. A 24 6ra
inkubacios id6 utan a sejteket lizaltuk TRIzol reagenssel (Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA) és a ribonukleinsavat (RNS) izolaltuk. Az RNS mintakat RT PCR-ral (reverse
transcription polymerase chain reaction) cDNS-sé konvertaltuk és a PPARy aktivitasat az
FABP4/aP2 gén (a PPARy ismert célgénje) mRNS expresszidjanak RT QPCR-ral (real-
time reverse transcription polymerase chain reaction) torténé mérésével hataroztuk meg.
Az FABP4/aP2 gén mellett meghataroztuk a Cyclophilin A, egy un. ,housekeeping” gén
A értékeivel AACt moédszert alkalmazva normalizaltuk. A normalizalt értékeket

abrazoltuk. Az in vitro vizsgalatokat az ELTE Biokémiai Tanszékén végezték.
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In vivo tanulmany

Kisérleti allatok
A vizsgalatokhoz him 5 hetes (175-200g sulya) Wistar patkanyokat hasznaltunk,
melyeket a Charles-Rivers Laboratories (Innovo Kft, Isaszeg, Magyarorszag) szereztiink
be. Az allatokat standard allathazi koriilmények kozott ketrecekben (1500 U Techniplast,
Olaszorszag) tartottuk, biztositottuk szamukra a 12-12 oras vilagos/s6tét periddust, 22-
24°C-0s hémérsékletet és az 50-70%-0s relativ paratartalmat. Az éllatok standard tapot

ettek és csapvizet ittak ad libitum.

Allatmodell és kezelési protokoll

A kisérlethez48 allatot hasznaltunk, melyeket 3 f6 csoportra osztottunk. A Wistar
patkanyok elsé f6 csoportja az egészséges, oldoszerrel kezelt kontroll csoport volt. Ezeket
az allatokat standard laboratériumi tappal (ssniff, EF R/M Control; sniff Spezialdidten
GmbH, Soest, Németorszag) etettiik és csapvizzel itattuk ad libitum. A masodik 6
csoportban a patkanyokat zsirdus tappal (HFD, ssniff, EF R/M with 20% fat; ssniff
Spezialdidten GmbH, Soest, Németorszag) etettilk 3 héten at. Ezek az allatok alkottak az
inzulin rezisztens, nem diabéteszes, oldoszerrel kezelt csoportot. A két f6 csoportbol 8-8
patkanyt hasznaltunk. A harmadik f6 csoportot 4 alcsoportra osztottuk. Minden
alcsoportban 8 patkany volt. Ezeket az allatokat zsirdis tappal (HEFD) etettilk 2 héten
keresztiil, majd streptozotocinnal (STZ; 50 mg/kg i.p.) kezeltik. Egy hét utin az
allatokban éhgyomri hiperglikémia volt mérhetd. Ez az allatmodell utanozza a 2-es tipusu
diabétesz mellitus két sajatos vonasat. A periférias inzulinrezisztenciat, melyet a HFD-vel
torténd etetés indukal, és a karosodott gliikoz-stimulalt inzulin szekréciot, melyet az STZ
kezeléssel hoztuk 1étre. Ennek a 2-es tipust diabéteszes allatmodellnek a 1étrehozoja és
hitelesitdje a metabolikus szindroma utt6ré kutatdja, Gerald Reaven és munkacsoportja
volt. A harmadik f6 csoport elsé alcsoportjaban az allatok oldoszert kaptak és a maradék
harom alcsoportban levé allatokat a nitazoxanide (NTX) harom doézisaval (50, 100 és 200
mg/kg) kezeltiik, naponta egyszer, per os. A teljes kezelési idé 8 nap volt. Az utolsod
kezelési napon 2 draval a legutolsé gyogyszeres/oldoszeres kezelést kovetden az allatokat

elaltattuk, azért hogy HEGC modszerrel meghatarozzuk a teljes test inzulinérzékenységét.
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Dézis vélasztas

Ebben a vizsgalatban a célunk az volt, hogy a talaljunk olyan generikus gyogyszert,
melyet 0j klinikai indikdcioban mutathatunk be. A gyogyszerfejlesztés soran fontos
szempontnak tartottuk, hogy a gyogyszer olyan dozisban is ndvelni tudja az
inzulinérzékenységet, ami az eredeti indikacioban mind allatkisérletekben, mind human
vizsgalatban hatékonynak mutatkozott, s amire a torzskonyvi dossziéja is vonatkozik.
Esetiinkben ez a nitazoxanide volt, amelyet eredetileg antiprotozoon szerként hoztak
forgalomba. A fenti gondolatmenetnek megfeleléen olyan nitazoxanide dozistartomanyt
alkalmaztunk (50-200 mg/kg/nap), mely hatasosan csokkentette immunszupresszalt

cryptosporidosisos patkany modellben az oocystak vedlését.

Az inzulinérzékenység meghatarozasa

A teljes test inzulinérzékenységének meghatarozasa hiperinzulinémias euglikémias
gliikoz clamp (HEGC) modszerrel tortént. A kisérletet megel6zéen az allatokat 16 oran at
¢éheztettiik, majd intraperitonealis tiopental (Thiopental Sandoz; Sandoz Pharmaceutical
PLC, Basel, Svijc) injekcioval elaltattuk. Az altatoszert 50 mg/kg dozisban adtuk. A nyak
ventralis oldalan kozépen egy vagast ejtettiink, feltartuk a légesovet, amibe egy polietilén
kaniilt vezettink be, hogy ezen keresztiil biztositsuk a levegd szabad aramlasat a
légutakban a HEGC alatt. Ezutan a bal jugularis véna két agat és a bal artéria carotist
feltartuk, megtisztitottuk a rajtuk 1évé kotészovettl és mindegyikbe egy-egy kaniilt
helyeztiink be. Az egyik vénas kaniilon keresztiil az inzulin, a masikon a gliikoz infaziot
adtuk. Az artérias kanill a szisztémas vérnyomas mérésére szolgalt, illetve innen vettiink
vért vércukorszint mérésekhez és plazma inzulin szint meghatarozasahoz. A mitétet
kovetben biztositottunk egy 30 perces stabilizacios periodust az allatok szamara, hogy az
esetlegesen a mitét soran fellépd stressz hatasa lecsillapodjon. Ezutan folyamatos inzulin
infuziét (Humulin R; Eli Lilly and Company, Indianapolis, IN, USA) inditottunk
3U/kg/perc sebességgel 20%-os gliikodz infuzidval egyiitt. Az inzulin infiziot 120 percen
keresztiil adtuk, ez alatt az id§ alatt a vércukorszintet 5-10 percenként ellendriztiik és a
parhuzamosan elinditott cukorinfuzié sebességét ugy valtoztattuk, hogy a vércukor értéke
folyamatosan 5.5+0.5 mmol/l maradjon, tehat az euglikémia fenntartasa volt a cél. A
vércukor szintet glilkométerrel (Accu-Check; Hoffmann La-Roche Ltd, Basel, Svajc)
ellendriztiik, az elsé 80 percben 5 percenként, az utolso 40 percben 10 percenként. Ahhoz,

hogy meghatarozzuk az ¢hgyomri és a steady state plazma inzulin szintet, vérmintat
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vettiink (0.5 ml, 20 uL EDTA ¢és 10 pL Trasylol; Bayer AG, Leverkusen, Németorszag)
az artéria carotisbol kozvetlen az inzulin infuzié megkezdése eldtt és a HEGC végén a
steady state kialakulasat kovetden. A vérmintdkat 2 percig (4°C, 10000 rpm)
centrifugaltuk (Centrifuge 5415R; Eppendorf AG, Hamburg, Németorszag), majd a
plazmat levettiik és -70°C-on taroltuk a kés6bbi meghatirozasig. A plazma inzulinszintet
kereskedelmi forgalomban kaphat6 RIA kit (RK-400CT, MTA Izotopkutatd Intézet,
Budapest, Magyarorszag) segitségével hataroztuk meg. Az inzulin meghatarozast Dr
Németh Jozsef végezte.

A glikéz infazios rata (GIR; mg/kg/perc) atlaga, amely az euglikémia
fenntartasahoz sziikséges a HEGC utols6 30 percében, jellemzi a periférias inzulin
érzékeny szovetek gliikodz felvételét. Az éhgyomri és a HEGC soran kialakuld steady state
allapotban nyert vércukor és plazma inzulin szintekbdl szamithatok olyan értékek, mellyel
az inzulinhatas jol jellemezhetd. Ilyen példaul a periférias szovetek inzulinérzékenységét
kifejez6 ISI (insulin sensitivity index) mely a periférias szovetek altal felvett gliikoz
mennyiségébdl és a plazma inzulin koncentraciojabol szamitott érték. Tovabba az inzulin
metabolikus clearance (MCRI) az inzulin szervezetbdl torténd eltavolitasanak a jelzdje.
Kiszamitasa a kovetkezoképpen torténik: az inzulin infuzids rata (mU/kg/perc) osztva a
steady state és az éhgyomri plazma inzulin szint kiilonbségével, ennek mértékegysége

mL/kg/perc-ben adhaté meg.

Statisztika
Az eredményeinket atlag + SD fejeztiik ki, és ahol lehetséges volt paros t- tesztet
végeztiink, egyébként két utas variancia analizist (ANOVA) alkalmaztunk Bonferroni

szerint modositott t-teszttel kiegészitve.

4. EREDMENYEK

Egyszeri olanzapin dozis hatasa a bazdlis és posztprandialis teljes test
inzulinérzékenységre

A bazalis, azaz éhgyomri inzulinérzékenységet a HOMA képlettel szamoltuk ki. Az
olanzapin kezelés novelte, mind az éhgyomri plazma inzulin szintet, mind pedig a
vércukor szintet, mely a HOMA-IR indexben névekedést eredményezett, és ez ¢hgyomri

inzulin rezisztenciat jelez. A posztprandidlis inzulinérzékenység a RIST index-el
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jellemezhetd. Az éheztetett, oldoszerrel kezelt allatok RIST indexe alacsonyabb, a szintén
oldoszerrel kezelt tapot visszakapott (evett) csoporthoz képest. Az olanzapin kezelés nem
befolyasolta a RIST indexet sem az ¢heztetett, sem pedig az evett csoportoknal, tehat az
egyszeri oralis olanzapin adasnak nincs hatdsa a posztprandidlis teljes test
inzulinérzékenységének  fokozodasra (azaz az  endogén  inzulinérzékenyitd

mechanizmusra).

Egyszeri olanzapin dozis hatasa a metabolikus hormon szintekre

A posztoperativ stabilizacios periddus alatt levettiink 0.1 ml artérids vért, hogy
hormonok szintjét vizsgaljuk, éheztetett (n=12) és posztprandialis (n=12) allapotban. Az
amylin, GLP-1, PYY és PP plazma szintjeiben nem volt szignifikdns kiilonbség az
Eheztetett és evett csoportokban, sem az olddszerrel, sem pedig az olanzapinnal kezelt
allatok esetében. Az olddszerrel kezelt allatokban a plazma inzulin, leptin és GIP értékek
szignifikansan néttek étkezést kovetden. Ez a posztprandialis névekedés a plazma leptin
és GIP szintekben szintén megfigyelhetd volt az olanzapinnal kezelt allatok esetében. Az
olanzapin beadast kovetden az ¢hgyomri plazma inzulin szint nétt az oldoszerrel kezelt
csoporthoz képest, ugyanakkor a posztprandialis inzulin véalasz csokkent az olanzapinnal
kezelt patkanyokban az oldészeres kontroll 4llatokhoz viszonyitva. Etkezés utan a plazma
ghrelin szintje szignifikdnsan csokkent az oldoszerrel és az olanzapinnal kezelt allatokban,
viszont az utobbi csoportban ez a ghrelin valasz kisebb mértékii volt, vagyis nem csokkent

le annyira, mint a kontroll allatokban.

Egyszeri olanzapin dozis hatasa a first meal size-ra

Az evett csoportokban nem volt statisztikailag szignifikans kiilonbség a first meal
size-ban az oldoszeres és az olanzapinnal kezelt csoportok kozott. Az atlagos meal size
2.66 + 0.5 g és 2.82 = 0.4 g az olddszeres és az olanzapinnal kezelt csoportokat illetGen.
Nem talaltunk statisztikailag szignifikans eltérést a first meal duration idétartamat
tekintve, a kontroll és a gyogyszeres csoportnal ezek az értékek a kovetkezok voltak: 13.9
+ 1.1 és 16.5 +£1.2 perc. Végill a teljes taplalkozasi periodust nézve sem talaltunk jelentds
kiilonbséget az elfogyasztott tap Osszmennyiségében, az oldodszerrel és az olanzapinnal

kezelt csoportok kozott, melyeknek értékei: 4.33 + 0.5 és 4.05 £ 0.5 g voltak.
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One-dimensional DPM eredményei

Az oDPM analizis alapja a parositds soran észlelt hasonlosag a két IP kozott,
melyekre ugy tekintiink, mint vektorokra egy tobbdimenzids térben. Az elnevezés azért
-egy dimenziés” mert arra utal, hogy a két IP vektor kozotti tavolsag egy dimenzids
mértékii. Ennek a mérésnek az elénye, hogy a profilt a dokkolasi pontértékekbdl kapott
mintazat jobban tiikr6zi, mint a tényleges pontérték. Példaul, ha két gyogyszernek
ugyanaz az IP-je, de kiilonboz6 a dokkolasi pontértékiik, a d értékiik kicsi lesz, ami
nagyfoki hasonlosagra utal. Masfeldl az egyszeri dokkolasi pontérték elszamolasa,
jelent6s hibat okozna a tavolsagmérésben. Ezt a hibalehet6séget kikiiszobolték a DPM
modszernél. Meg kell jegyezni azonban, hogy kevesebb, mint 10 taggal rendelkezd
csoport esetén a DPM nem alkalmazhat6 a tulilleszkedés magas valoszintisége miatt. Ezért
a PPARYy predikcio csak olyan egyszer(i modszerekkel érhetd el, mint amilyen az oDPM,
fiiggetlenill attol, hogy altalaban gyengébb a predikcié pontossaga, Osszehasonlitva a
DPM-el. Az atlagos gorbe alatti teriilet értéke az oDPM-nél 157 hatascsoportra vizsgalva,
melynek legalabb 10 tagja van, 0.62+-0.12, mig a DPM pontossaga 0.97+-0.03. A
referencia készlet tagjainak a legkozelebbi szomszédjainak a vizsgalata utan,
megszamoltuk a tagok legnagyobb szamban jelenlevd szomszédjait. igy 10 generikus
gyogyszer keriilt kivalasztasra, melyek 3-szor jelentek meg a listan, ezek: a dantrolene,
entacapone, etakrin sav, ketorolac, tiaprfoén sav, tolmetin, bromfenac, lubiprostone,
nitazoxanide és suprofen. ( Dr Simon Zoltan és munkacsoportja eredményei.)

A talalt PPARy ligandok kozott feltiinden sok a nem-szteroid gyulladascsokkentd
(NSAID), prosztaglandin, prosztaciklin. Ez utobbiaknak szintén gyulladascsokkentd
hatasuk van. Ez a megfigyelés azért is fontos a talalatok szempontjabol mert, a diabéteszt
gyulladasos betegségnek tekintik.

A listan kétszeres el6fordulast mutatott tovabbi 44 vegyiilet, mig 116 gyogyszer
egyszer jelent meg, ezeket a jelen vizsgalatnal figyelmen kiviil hagytuk. Megjegyzendd
hogy a vegyiiletek kozel allnak egymashoz és ugy tlinik, hogy egy meglehetdsen
Osszefliggd csoportot alkotnak, hasonldéak a referencia készlethez (atlag IP tavolsag
értékek és szorasa a referencia készletnek és a prediktalt vegyiileteknek a kovetkezok:
1.37+-0.85 és 1.30+-0.77). A lubiprostone az egyetlen vegyiilet, mely messze van a
tobbitdl. Ezen eredmények alapjan nem lehet tovabbi finomitast végrehajtani a predikcion,

ezért ezt a 10 vegyiiletet tovabb in vitro vizsgaltuk.
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In vitro tanulmany eredményei
A FABP4/aP2 gén expressziojara gyakorolt hatés

A megvizsgalt 10 vegyiilet koziil 6 (dantrolene, entacapone, etakrin sav, ketorolac,
tiaprofen, tolmetin) nem novelte a FABP4/aP2 gén expressziojat MM6 sejtvonalon.
Masfelél a bromfenac, nitazoxanide, suprofen és lubiprostone jelentdsen fokozta a
FABP4/aP2 gén atirddasat. Mindemellett az indukalt mRNS expresszio fokozodas MM6
sejtvonalon egyértelmiien latszott a 4 szerrel torténd kezelés hatdsara. A suprofen
szignifikins mRNS szint emelkedést okozott a legalacsonyabb koncentracioban (108 M),
de a novekvd koncentracioknal mar nem volt tovabbi mRNS expresszié fokozodas
megfigyelhetd, kivétel a legnagyobb koncentracioban (10° M), de ez az érték nem volt
szignifikans az alacsonyabb koncentracioknal mért aktivitasfokozodashoz képest. A
lubiprostone szintén szignifikans mRNS szint novekedést okozott a legalacsonyabb
koncentracioban (10 M) viszont a novekvé koncentraciok és az altaluk kivaltott hatas
kozott nem volt osszefiiggés, tehat az mRNS expresszio fokozodas ennél a szernél sem
volt koncentraciofiiggd. A két masik vegyiilet, a bromfenac és a nitazoxanide esetében
tiint az aktivitasfokozodas koncentraciofiiggd valtozasnak. A bromfenac a két legnagyobb
koncentracijaban (10° M, 10° M) valtott ki szignifikins mRNS expresszié novekedést,
okozott és raadasul ez a hatas koncentraciofiiggé modon fokozta a FABP4/aP2 gén
aktivitasat. Viszont 10® M koncentricioban az eltérés nem volt szignifikans, de itt a
nagyobb SD magyarazhatja a nem szignifikans eltérést.

A FABP4/aP2 gén expresszidjanak valtozasait szazalékosan is meghataroztuk,
oldoszereik altal 1étrehozott hatast. Ebben az 6sszehasonlitasban a lubiprostone bizonyult
a leghatékonyabbnak, mintegy 10-szeres aktivitasfokozodast mutatott a normal mRNS
szinthez képest, mig ez a nitazoxanide esetében 7-szeres, a suprofen esetében 6-szoros és
a bromfenac esetében 3-szoros volt.

A roziglitazon, mint referencia szer, koncentraciofiiggé modon fokozta a FABP4/aP2 gén
expressziojat MM6 sejtvonalon. Raadasul ez a stimulaldo hatds a FABP4/aP2 gén
kifejez6désére a tobbi szerhez képest 1ényegesen nagyobb volt. Ugyanakkor elmondhato,
hogy az oldoszerek onmagukban nem hoztak 1étre semmilyen valtozast a FABP4/aP2 gén

expresszidjaban. A génexpresszios vizsgalatokat az ELTE Biokémiai Tanszékén végezték.
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In vivo vizsgadlat eredményei
A teljes test inzulinérzékenységének meghatarozasa

A generikus gyogyszerekrol fellelhet irodalmi informacidk és az in vitro tesztiink
eredményeként az in vivo kisérlethez a NTX-t valasztottuk ki, hogy meghatarozzuk az
inzulinérzékenyitd hatasat T2DM-es patkanyokon. A zsirdus tapon tartott allatok inzulin
rezisztenssé valtak, de nem alakult ki naluk cukorbetegség a 3. hét végére. Az intravénas
STZ kezelésben részesiilt patkanyok 2 hét zsirdis diétat kovetden, nemcsak csokkent
inzulinérzékenységet mutattak, az egészséges allatokhoz képest, hanem éhgyomri
hiperglikémia is mérhetd volt naluk, azaz ezek az allatok T2DM-sé valtak. Az oldoszerrel
kezelt egészséges és HFD-s csoportban 1évé allatoknak szignifikdnsan alacsonyabb
vércukor értékei voltak, ugyanakkor emelkedett GIR és ISI volt jellemz6 rajuk,
Osszehasonlitva a HFD+STZ-s patkanyokkal. A NTX kezelés dozisfiiggden javitotta a
glikémias allapotot a HFD+STZ-vel kezelt 2TDM-es patkianyokban. A glikémids
allapotban bekovetkez6 javulast a szignifikansan emelkedé GIR (mely az euglikémia
fenntartasahoz sziikséges), illetve a HEGC alatt mért ISI novekedése mutatja, azokban az
allatokban melyek 8 napon at 200 mg/kg NTX-t kaptak. Az éhgyomri vércukorszint az
oldészeres HFD+STZ csoportban jelentsen nétt, 6sszehasonlitva az oldoszerrel kezelt
egészséges vagy a HFD-vel etetett allatokkal. A NTX kezelés az éhgyomri vércukor
értékeket minden dozisban csokkentette, és a legnagyobb vizsgalt dozisban elérte a
statisztikailag szignifikans szintet (p<0.05). Az ¢éhgyomri plazma inzulin szint
megemelkedett az 6sszes olyan csoportban, ahol T2DM fejlodott ki (HFD+STZ+oldoszer,
HFD+STZANTX), de a NTX kezelés az inzulin szintben nem okozott jelent6s valtozast.
Végiil nem talaltunk szignifikans eltérést a MCRI-ben egyik kezelési csoportban sem. A

nyugalmi atlag artérias kozépnyomasban nem volt valtozas a csoportok kozott.

5. MEGBESZELES

Els6 célkitiizésiink az volt, hogy megvizsgaljuk az olanzapin MIS-re gyakorolt
hatasat nostény patkanyokban anélkiil, hogy az a testsulyban valtozast idézne el6. Az
AAP-0k mellékhatasainak vizsgalatdhoz nehéz megfeleld kisérleti allatot valasztani,

szamos esetben nem hozzak a vart metabolikus eltéréseket, viszont ami bevalt
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allatmodellnek tekintheté ezen szerek vizsgalatdhoz, azok a néstény Sprague-Dawley
patkanyok, ezért ezeket valasztottuk kisérletiinkhoz. Azt is célul tiiztik ki, hogy feltarjuk
az egyszeri oralis olanzapin dozis hatasat a taplalkozasi szokasokra és a taplalkozas soran
felszabadulé hormonok plazma szintjére, melyek feleldsek lehetnek az olanzapin okozta
anyagcsere valtozasok biokémiai folyamatainak elinditasaban. A MIS mechanizmust
elészor egy kanadai kutatocsoport irta le a 90-es évek kdzepén. Késébb intenziv kutatasok
indultak el ezen a teriileten melyek soran szamos részét tartak fel e mechanizmusnak,
beleértve a n. vagus és a muszkarin receptorok szerepét valamint a szenzoros effektor
utvonalak részvételét, azok farmakologiai befolyasolhatosagat és a posztprandialisan
felszabaduld CCK feltételezett fokozd hatasat. A MIS mechanizmusnak a klinikai
jelent6ségét kiemeli az a megfigyelés, hogy annak hosszabb tava karosodasa az emberi
T2DM-hoz hasonlé allapotot eredményez ugyanakkor a gyogyszerrel torténd aktivacioja
javithatja a MIS-t kisérletes diabéteszben. Ezek pedig arra engednek kovetkeztetni, hogy a
MIS lehetséges farmakologiai célpont, melynek kiaknazasaval javithatdé lehetne az
inzulinérzékenység inzulin rezisztens betegekben. Ezenkivill a kisérletiink eredménye
ismét megmutatta a MIS alapjelenségét, azaz a fokozodo inzulin érzékenységet mutattuk
ki az evett allatokban 6sszehasonlitva az éheztetett csoporttal.

Az olanzapin az elhizasra leginkabb hajlamosito AAP-ok k6z¢ tartozik. Preklinikai
és klinikai vizsgalatok bizonyitottak, hogy az olanzapin mar a testsulynovekedést
megelézéen is képes metabolikus milkodési zavarokat okozni egyéb pszichés
megbetegedés jelenléte nélkiil is. Kisérletiinkkel mi is megerdsitettiik, hogy az olanzapin
képes rontani a teljes test inzulinérzékenységet, melyet a megnovekedett HOMA-IR jelez,
zsirszovet gyarapodas illetve elhizas nélkiil.

A MIS mechanizmus feltételezett miikodése, az atropinra adott azonnali vélasz
alapjan azt varhattuk volna, hogy az olanzapin a M3 receptor iranti affinitasa révén a MIS-
t lerontja. Meglepé modon azonban az olanzapin egyszeri per os dozisa vizsgalatunkban
nem befolyasolta a MIS-t. Mindebbdl az olanzapin receptor affinitasi profiljanak és a MIS
atropin-érzékenységének megfeleléen arra kovetkeztethetiink, hogy az M3 receptor nem
jatszik jelentds szerepet legalabb is az olanzapin MIS-re gyakorolt hatasdban. Ugyanakkor
nem zarhatd ki, hogy az olanzapin plazmakoncentracidja nem csokkent-e le a RIST
vizsgélat alatt, hiszen a plazma félélet ideje jelentGsen rovidebb ragcsalokban, mint
emberekben és koriilbeliil 2 ora telt el a gydgyszerbeadastol az inzulin infizi6 elinditasaig.

Az olanzapin MIS-re gyakorolt hatastalansaga kapcsan azt sem zarhatjuk ki, hogy mas
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dozisban az olanzapin képes ezt az adaptiv inzulinérzékenyité mechanizmust befolyasolni.
Az olanzapin hatasanak elmaradasat az étkezés hatasara 1étrejott teljes test
inzulinérzékenység fokozodasara nem lehet magyarazni a taplalkozasi viselkedés
megvaltozasaval sem, mivel az altalunk végzett kisérletben az olanzapin nem befolyasolta
az els6 étkezésnek sem a mennyiségét, sem az idGtartamat és az elfogyasztott tap
Osszmennyiségében sem talaltunk kiilonbséget a gyogyszeres illetve kontroll csoportok
kozott. Ezek a megallapitasaink egyeznek korabbi megfigyelésekkel, amelyek szerint az
olanzapin nem befolyasolta a taplalékfelvétel mennyiségét, de csokkentheti az étkezések
kozott eltelt idot, igy okozva ezaltal hiperfagiat. Bar az olanzapinnal kezelt patkanyokban
megfigyelt, taplalkozaskor felszabaduldé hormon szintekben bekdvetkezd valtozasok
utalhatnak az inzulin rezisztencia és a hiperfagia folyamatainak kezdeti 1épéseire. Mind a
ghrelin (éhség szignal), mind az inzulin (jollakottsag szignal) valasz csokkent
posztprandialisan, ezek azt sugalljak, hogy egy akut karosodas Iéphetett fel a
taplalékfelvétel szabalyozasaban. Ezek a valtozasok eldidézhetik a két étkezés kozott eltelt
id6 csokkenését, vagyis az taplalkozas frekvenciajanak és igy a napi taplalék
Osszmennyiségének novekedését.

Egyetlen tanulmany vizsgalta az olanzapin taplalkozashoz ko6t6d6 hormonokra
gyakorolt hatasat. Ebben a tanulmanyban megnovekedett first meal size-t és jelentdsen
megemelkedett preprandialis teljes plazma ghrelin szintet mértek az olanzapinnal kezelt
patkanyokban. Ugyanakkor a posztprandialis aktiv ghrelin szint hasonlé volt az
oldoszerrel és az olanzapinnal kezelt csoportoknal. A mi kisérletiinkben nem talaltunk
jelent6s kiilonbséget a first meal size és a preprandidlis ghrelin szintek kozott az
oldoszerrel és az olanzapinnal kezelt patkanyok kozott, de a posztprandialis ghrelin valasz
lecsokkent az olanzapinnal kezelt patkanyok esetében. A két tanulmany kozott fellelhetd
eltérést magyarazhatja a patkanyok neme és kora kozti kiillonbség, a beadas modja illetve
hogy a van der Zwaal-féle tanulmanyban a patkanyokat betanitottak az étkezés varhato
idépontjara. Masrészt a csokkent posztprandialis ghrelin és inzulin valasz szintén
alatamasztja a karosodott ghrelin és inzulin hatés feltételezett szerepét az olanzapin altal
indukalt hiperfagia kifejlodésében. Bar nem volt statisztikailag szignifikans eltérés a tobbi
vizsgalt hormon szintjében, ez nem zarhatja ki, hogy az olanzapin kezelés
megvaltoztathatja ezeket a paramétereket, mivel a tanulmanyunkban a hormon
meghatarozasokhoz a vérmintakat a kb. 2 éraval az étkezés illetve olanzapin beadas utan

vettiik le, igy nincs informacionk ezeknek a hormonoknak a posztprandialis szintjérdl az
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els6 2 6raban. Vannak olyan beszamolok melyekben jelzik, hogy patkanyoknal 2 6raval az
OGTT vagy adott teszt-étkezés utan, a metabolikusan fontos hormonok plazma szintje
visszatér az alap szintre. Ez megmagyarazhatja, hogy miért nem tudtunk kimutatni
emelkedést a GLP-1, amylin, PYY, PP plazmaszintjeiben étkezést kdvetden. Masrészt az
eredményeink megegyeznek azokkal a klinikai adatokkal, amelyek szintén azt sugalljak,
hogy a rovid tavi oralis olanzapin kezelés nem befolyasolja a bélhormonok

felszabadulasat.

Masik tanulmanyunk célja volt, hogy olyan generikus gyogyszereket talaljunk,
melyek PPARy receptor agonista hatassal rendelkeznek, ezért az FDA altal elfogadott
generikus gyogyszereket tartalmazo adatbazisban molekulasziirést végeztiink és oDPM-et
alkalmaztunk. Munkank eredményeként, talaltunk egy potencialis PPARy ligandot oDPM
modszerrel. Az in silico modszerrel kivélasztott 10 molekula koziil 4 volt képes az
FABP4/aP2 gén expressziojat fokozni, melynek kifejez6dése PPARY aktivaciohoz kotott.
A 4 generikum koziil a NTX-t valasztottuk ki, az in vitro eredmények lapjan és a
feltételezett PPARy aktivalo hatasast HEGC modszerrel vizsgaltuk tovabb in vivo
diabéteszes patkany modellben, hogy felderitsiik annak inzulinérzékenyit6 tulajdonsagat

A gyogyszerfejlesztés folyamata igen koltségessé valt az utobbi évtizedben.
Szamos kisérletet tettek arra, hogy ler6viditsék a gyogyszerek piacra keriiléshez sziikséges
idejét (,time to market”) és csokkentsék a gyartasi folyamat az anyagi raforditasanak
nagysagat. Az emlitett nehézségek megoldasa érdekében, a gyogyszeripar érdekl6dését a
generikumok megujitasara iranyitotta. Ha a gyogyszereket ugyanabban vagy alacsonyabb
dozisban és hasonld kezelési idStartamban kivanjuk hasznélni, mint ahogy az eredeti
indikaciojukban meghataroztak, a gyogyszerfejlesztés szamos 1épése megsporolhato, de
legalabbis is lerovidithetd, mint amilyen példaul az id6- és koltségigényes toxikologiai
vizsgalatok. Erre példaként emlitem meg munkacsoportom egy korabbi publikaciojat,
melyben bizonyitottuk, hogy a cicletanine — egy phosphodiesterase enzyme (PDE) enzim
1-5 gatlo szer (eredetileg hipertonia kezelésére kifejlesztett gyogyszer) — képes fokozni a
teljes test inzulinérzékenységet inzulin rezisztens nyulakban, alacsonyabb dézisban, mint
ami a kardiovaszkularis hatas kivaltasahoz sziikséges.

Jelenlegi kutatasunk aktualitidsat alatdmasztja az a tény, hogy a diabétesz
prevalenciaja globalis novekedést mutat, és ebben a kronikus betegségben szenvedd

emberek szdma mar elérte a 347 milliot. Masfeldl a diabétesz kezelésére alkalmas
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gyogyszerek szama behatéarolt, a leggyakrabban felirt gydgyszereknek a TZDk-nek pedig
szamos mellékhatdsa van, mint példaul: periférids és centralis 6démak, kongesztiv
szivelégtelenség vagy épp csonttorések. Noha ezek a mellékhatasok a PPARy receptor
aktivacidjanak kovetkeztében jonnek létre, a receptor konformacidja a kulcs, mely
meghatarozza a korepresszorok és koaktivatorok affinitasat a ligand kotott PPARy
receptorhoz, mely altal 1étrejon a géntranszkripcid és a bioldgiai valasz a PPARy aktivacid
utan. A PPARy receptor aktivacidjanak sokrétii szabalyozasa és a szignal transzdukcios
utvonalak lehetdvé teszik, hogy tervezziink egy szelektiv PPARy modulator molekulat,
mely inzulinérzékenyitd hatdsanak megtartasa mellett nem rendelkezik az el6bb emlitett
mellékhatasokkal.

Ebben a tanulmanyban a receptor-ligand kolcsonhatast szamitogép segitségével
modelleztikk, mely biztositja nagy molekulakonyvtarak eredményes sziirését. Az FDA
altal elfogadott generikus molekuldkat tartalmazd adatbazis sziirésével kapott
eredményeink alatamasztottdk az eredeti elképzelésiinket, miszerint az alkalmazott in
silico oDMP modszerrel megkonnyitheté a gyogyszerjeldlt molekula kivalasztisa, ha
silico oDPM modszernek és a generikus gyogyszerfejlesztési stratégianak az elényeit. Az
oDPM hasznalata lehetové teszi, hogy a molekulakonyvtarbol viszonylag rovid id6 alatt
molekula jelolteket szelektaljunk. Generikumok 1j terdpias indikacidban torténd
felhasznalasa leroviditi a gyogyszerfejlesztési folyamatot. Azonban az in silico predikcids
modszernek korlatai is vannak. Példaul nem tudja kimutatni, hogy a receptor-ligand
kolesonhatas eredményeként, vajon agonista vagy antagonista valaszt jon-e létre? Ahhoz
hogy ezt a fontos kérdést a megvalaszoljuk in vitro és in vivo kisérleteket is elvégeztiink.
Az 0DPM mddszer nem alkalmas arra, hogy kiilonbséget tegyen a 4 in vivo aktivnak talalt
vegyiilet kozott, és a megjosolt tobbi molekula szintén alatdmasztja az in vitro teszt
jelentdségét és emlékeztet az in silico modszer korlataira. Valamint az oDPM modszer
nem képes elére jelezni a vegyliletek lehetséges mellékhatasait sem. A mellékhatasok
megjoslasa sokkal bonyolultabb, mint az itt bemutatott predikcios folyamat, mivel a
mellékhatas adatbazisok gyakran hianyosak és szamos kérdés még megvélaszolasra var
(azaz a kedvezétlen események kétes terminologidja, az alkalmazott kezelést6l és
adagolastol fliggd kedvezbtlen hatasok el6fordulasi gyakorisaganak kezelése stb.)
Természetesen egy hataslistan a kozeli IP szomszédsagban 1évé molekulak targetjei

jelezhetik a varhaté mellékhatasokat. (pl: egy megjosolt angiotenzin-konvertdz enzim
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gatlo hatds ramutat a vérmyomasban bekovetkezd lehetséges valtozasra.) A jovébeli
kutatasokban lehetdség nyilik a jobb hatasfoki DPM moddszer hasznalatira az oDPM
helyett, nagyobb csoportok tanulmanyozasa esetén.

Az in vitro kisérletiinkb6l kideriilt, hogy a listan megjelend, altalunk kivalasztott
generikumok képesek koncentraciofiiggden stimulalni a PPARy receptort. Végiil, az in
vivo kisérletet azért hajtottuk végre, hogy megvizsgaljuk, vajon a PPARy aktivacid
eredményeként 1étrejon-e inzulinérzékenység fokozddas az inzulinrezisztens cukorbeteg
patkany modellben. A teljes test inzulinérzékenységet HEGC modszerrel hataroztuk meg,
mely az inzulinérzékenység meghatarozisanak arany standard modszere emberben.
Miutan a PPARY receptor aktivacio altal 1étrejott inzulinérzékenyitd hatas kifejlddéséhez
néhany nap sziikséges, az allatokat 8 napig kezeltiik, mely elégnek bizonyult az
inzulinérzékenyitd hatas kifejlodéséhez ragcsalokban. Eredeti elképzelésiink szerint a
kivalasztott generikus gyogyszerek feltételezett inzulinérzékenyité hatasat abban a
dozistartomanyban akartuk megvizsgalni, ahogy eredeti indikacidjukban adtak. Ebben a
tanulmanyban a nitazoxanide (Alinia®), generikus gyogyszer inzulinérzékenyité hatasat
vizsgaltuk, mely a thiazolide gyogyszercsoport els6ként forgalomba keriilt képviseldje,
protozoon ellenes hatassal rendelkezik. E hatasnak feltételezett mechanizmusa a
piruvat:ferredoxin ~ oxidoreduktdz enzim-fiiggd elektron transzfer gatlasa. Az
antiprotozoon hatas mellett antiviralis hatasat is feltételezik, mely a viralis hemagglutinin
gatlasan keresztiil valésul meg, igy gatolja virus gazdaszervezet plazmamembranjan
torténd megtapadasat és karositja annak intracellularis jelatvitelét. Masfel6l viszont a
PPARy receptor aktivalo hatasardl, nincsenek irodalmi adatok és nyilvanos
adatbéazisokban sem emlitik.

Immunszuppresszalt cryptosporidosisos patkany modellben a NTX gatolni képes az
oocytak vedlését 50-200 mg/kg/nap dozisban. Ezét valasztottuk mi ezt a dozis tartomanyt,
a kezelési id6t pedig 8 napban allapitottuk meg, mert ennyi id6 sziikséges a PPARy
aktivalo hatas kifejlédéséhez. Ugyan a klinikai gyakorlatban a NTX kezelés 3-5 napig tart
protozoon fert6zés esetén, de az elérheté preklinikai toxikologiai vizsgalatok adatai
alapjan a szer hosszabb tavii alkalmazas soran is biztonsagosnak mondhat6. Ezek a
tulajdonsagok teszik a NTX-ot idedlis generikus gyogyszerjeloltté, hogy 0j klinikai
indikacioban legyen adhatd, mint inzulinérzékenyitd vegyiilet.

Jelenlegi munkank wjdonsaga, az oDPM modszer prediktiv értékének bemutatasa

egy PPARy ligand keresése kapcsan. Az oDPM moddszer pozitiv prediktiv értéke
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alatamaszthaté az in vitro méréssel, ahol a NTX koncentraciofiiggd modon aktivalta a
FABP4/aP2 gén kifejez6dését MM6 sejtvonalon, mind pedig az in vivo kisérletekkel, ahol
dozisfiiggd inzulinérzékenyité hatast mutatott inzulin rezisztens, T2DM-os patkany
modellben. Bar nem hataroztuk meg a PPARy mRNS-ének és protein expresszidjanak
mértékét szovetmintakbal az in vivo kisérletiink soran, de az eredményeink azt sugalljak,
hogy az inzulinérzékenység novekedése a periférias inzulin érzékeny szovetek fokozott
gliikoz felvételének eredménye, mivel mind a GIR, mind pedig az ISI értékei néttek NTX-
al torténd kezelés hatasara. Masfelol az MCRI-t és a steady state plazma inzulin szintet
nem befolyasolta a NTX kezelés. Ezek az eredmények azt jelzik, hogy a NTX hatasanak
vélt mechanizmusa az inzulinérzékenység fokozasban van, ami hasonlit ahhoz a
folyamatahoz, amit PPARy stimuldcié utan varunk. Nem tapasztaltunk valtozast sem a
testsulyban, sem a szisztémas vérnyomasban a NTX kezelés hatasara. Megjegyzendo
azért, hogy a kezelési periddus csupan 8 nap volt, tehat nem zarhato ki, hogy valtozasokat
idézhet el6 az emlitett két paraméterben hosszabb kezelési periodus utan. Egy atfogdbb
tanulmany, melyben a kronikus NTX kezelés szervrendszerekre gyakorolt hatasat

vizsgalnank, vélaszt adna erre a kérdésre.
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6. OSSZEFOGLALAS

Preklinikai és klinikai vizsgalatok igazoljak, hogy az atipusos antipszichotikumok
kozé tartozo olanzapin akutan képes inzulinrezisztenciat és metabolikus zavart okozni.
Arra vonatkozoan azonban nincs az irodalomban fellelhetd adat, hogy az étkezésre
aktivalodé endogén inzulinérzékenyité (MIS) mechanizmust is képes-e befolyasolni?
Vizsgalataim alatamasztottak azokat a korabbi megfigyeléseket, miszerint az olanzapin a
teststilyra gyakorolt hatdsatol fiiggetleniil is képes inzulinrezisztenciat kivaltani. Emellett a
plazma ghrelin szintre gyakorolt hatasa arra enged kovetkeztetni, hogy a karosodott
jollakottsag- illetve éhségérzet is jatszik szerepet a tartds olanzapin kezelés soran fellépd
elhizasban. A legfontosabb eredeti megfigyelésem azonban annak igazoldsa, hogy az
olanzapin (szemben az éhgyomri inzulinérzékenységre gyakorolt hatisatol) az étkezére
aktivalodo endogén inzulinérzékenyitd mechanizmust nem karositja. Ez pedig felveti
annak lehetdségét, hogy a MIS farmakologiai aktivacidjaval az antipszichotikum-okozta
inzulinrezisztencia javithato.

Molekula adatbazisok in silico szlirésével illetve generikumok 0j indikacioban vald
alkalmazasaval a gyogyszerfejlesztés id6- és koltségigénye jelentdsen lecsokkenthetd.
Tanulmanyunkban e két modszert 6tvoztik annak érdekében, hogy olyan generikus
molekulat talaljunk, mely PPARY receptor aktivalo tulajdonsaga révén inzulinérzékenyitd
hatéssal birhat. Kisérleteinkkel igazoltuk, hogy az altalunk alkalmazott One-dimensional
Drug Profile Matching modszer alkalmas a kitlizott cél elérésére. Az in silico kivalasztott,
potencialisan PPARy ligandok in vitro és in vivo vizsgalataival igazoltuk a modszer
alkalmassagat. Ennek eredményeként végiil kivalasztasra keriilt a nitazoxanide generikus

molekula, mely kémiai szerkezete prototipusként szolgalhat inzulinérzékenyitd
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