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1. Bevezetés és célkitiizés

A diabétesz (diabetes mellitus, cukorbetegség) kronikus anyagcsere betegség, a
szervezet gliikkoz feldolgozasi és felhasznalasi zavara. Az 1-es tipusu diabéteszt leginkdbb
inzulin hiany, mig a 2-es tipust diabéteszt bizonyos mértékben csokkent inzulin termelés és
inzulin rezisztencia jellemzi, de mindkét allapot emelkedett vér gliikoz szinttel jar (Powers,
2012). Két fo tipusa -l-es és a 2-es tipusu diabétesz- mellett szamos egyéb tipust is
elkiilonitenek (pl. MODY, gesztacios diabétesz, stb.).

Becslések szerint a diabétesz a vilagon mintegy 382 millié embert érint, kb. 46%-uk

még nem diagnosztizalt eset és szamuk a kordbban eldre jelzett adatokat feliilmutlva, évrol
évre rohamosan emelkedik. Bar altalanossagban elmondhato, hogy 6t betegbdl négy alacsony
vagy kozepes életszinvonalil orszagban €1, a vildg minden tdjan el6forduld problémakorrol
van sz0. (Nemzetkozi Diabétesz Szovetség, 2013). A betegség terjedése jelentds egészség-
gazdasagi kihivast jelent, mivel a betegség és a szovodmények kezelésének koltségei
folyamatosan emelkednek. A betegség XXI. szazadi kihivasai k6zé tartozik a 2-es tipusa
forma késdi felismerése mellett az is, hogy a folyamatosan boviilé gydgyszervalaszték
ellenére még mindig nem kielégitd a vér glikdz szint csokkentd kezelés eredményessége
(Winkler, 2012).
Az Osszes diabéteszes eset kb. 90%-at 2-es tipusu diabétesz teszi ki. TObbségében a
kozépkoru vagy iddsebb korosztalyt érinti, de manapsag a gyermek- és a serdiildkorra is egyre
gyakrabban jellemzé az elhizas miatti eléfordulasa €s a fiatalabb korosztalyokban is
fokozottan terjed.

A 2-es tipusu diabétesz heterogén eredetli megbetegedések csoportja, kozos
jellemzdjiik, hogy az inzulinszekrécio nem képes az euglikémia fenntartisara. Ezekre a
korképekre egyarant jellemz6 a szénhidrat bevitelt koveté nagyobb mértékii vér gliikoz szint
emelkedés (exogén hiperglikémia, csokkent szénhidrat tolerancia) és a szénhidratbevitel
nélkil is fokozott gliikoneogenezis (endogén hiperglikémia) is. A B-sejtek megvaltozasara
utal, hogy intravénas gliikozterhelésre csokkent szekrécios valasszal reagal a szervezet,
azonban gliikoztol eltérd stimulusra (pl. egyes aminosavak) a szekrécids valasz megtartott.
Sok esetben jellemz6 tovabba a vérben a normalis bazalis inzulin koncentracional magasabb
érték, amit az allandosult hiperglikémia tart fenn. A tartésan magas inzulinszint a szdvetek
részleges inzulinrezisztenciajahoz vezet, aminek hatterében a receptor-inzulin komplex
fokozott internalizaloddsa, ezaltal a sejtmembranon az inzulinreceptorok szamanak

csokkenése all. A B-sejtek mellett zavart szenved az a-sejtekben a glukagonszekrécio gatlasa



is, igy a relativ vagy abszolut glukagontultermelés is szerepet jatszik az anyagcsere-
elvaltozasok kialakulasaban. (Fonyo szerk., 2013)

A 2-es tipusi diabétesz idiilt szovOodményei a mikroangiopatidk: diabéteszes
retinopatia, nefropatia és neuropatia valamint a makroangiopatias szovédmények
(atheroszklerozis). A legelterjedtebb és ebbdl kifolydlag a legkoltségesebb szovodmény a
neuropathia diabetica (Peltier és mtsai., 2014). Legjellemzdbb tiinetei az érintett teriilet,
tobbnyire a végtagok zsibbadasa, érzéskiesés, fajdalom egyébként artalmatlan behatasokra is.
Az alapbetegség ¢és a szovodmény vilagméreti elterjedtségének €s a folyamatosan boviilo

gyogyszerkészlet ellenére sem all rendelkezésre napjainkban sem kielégitd terapids lehetdség.

Kutatocsoportunk célul tiizte ki a 2-es tipusu diabétesz kezelésében egyébként elterjedt
dipeptidil peptidaz-4 (DPP-4) enzim inhibitor vegyiiletek két jeles képviseldjének, a
sitagliptinnek és a vildagliptinnek tesztelését fajdalomcsillapitd és gyulladascsokkentd hatas
szempontjabol mint 0j, potencialis terapias teriileteket in vivo egér modellek segitségével.
Szamos korabbi kutatas vizsgalta a gyogyszercsoportot kiilonbdzo gyulladasos betegségekben
(Balakumar és mtsai, 2013), és human vizsgalatok is alatamasztottdk a gyulladascsokkentd
hatast (Makdissi és mtsai., 2012). A diabétesz kezelésére hasznalt DPP-4 inhibitorok értékét
noveli, hogy a diabétesz gyakori tarsbetegségei, a diabéteszes neuropatia és az ateroszklerozis
hatterében is gyulladasos folyamatok allnak (Chaudhuri és mtsai., 2012).

A neuropatias fajdalmak csillapitdsanak egy alternativ lehetdsége a gydgyszeres
terapiak mellett a sztatikus magneses tér (SMF) alkalmazasa. A nuklearis magneses
rezonancia (NMR) modszer orvosi diagnosztikaban tortént meghonosodésa és elterjedése ota
a kiilonb6z0 magneses terek bioldgiai, €lettani hatdsainak vizsgdlata fokozott tudomanyos
érdeklddésre tett szert. A SMF jol definialt hatdsa mind a sejtekre, mind az €16 szervezetre ma
mar széles korben elfogadott; allatkisérletes modellben kimutathatdo volt szignifikans
fajdalomcsillapito hatasa is (Laszlo és mtsai., 2007). Munkacsoportunk céljai kozt szerepelt
vizsgéalni az inhomogén SMF fijdalomcsillapitd képességét diabéteszes neuropatia egér
modellen, valamint a kezelés hatasat a kisérleti allatok vér gliikoz szintjének és testtomegének

alakulasara.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A hasnyalmirigy rovid anatémiai és szovettani jellemzése

A hasnyalmirigy (pancreas) retroperitonedlis helyzeti elnyult mirigy, endodermalis
eredetli, a bélcsd szarmazéka. Kiilonallo strukturdkhoz kototten két mirigyfunkciot egyesit,
exokrin és endokrin tevékenységet végez. Exokrin mirigyei emésztéenzimeket termelnek,
melyek a duodenumba {iriilnek. Endokrin miikodésti mirigyei anyagcsere folyamatokat
befolyasolé6 hormonokat termelnek, melyeket a véraramba iiritenek. Endokrin mikodést
sejtjei a mirigy Osszsulyanak 1-2%-at teszik ki. A hormonokat termel6 sejtek szigetszertien
csoportosulnak, ezeket a funkcionalisan integralt ,mikroszervecskéket” nevezziik
felfedez6jikk utan Langerhans-szigeteknek. Fény- és elektronmikroszkopos képiik alapjan
négy fo sejttipust kiilonboztetiink meg benne, az a- és 6-sejtek a periférias részben, a B-sejtek
a centralis részben helyezkednek el, mig az y-sejtek mindeniitt megtalalhatok. Az a-sejtek
glukagont, a B-sejtek inzulint, a d-sejtek szomatosztatint, mig az y-sejtek pankreatikus
polipeptidet termelnek.

A hasnyalmirigy artériai a kotdszoveti sovényekben haladnak, a centralis sejtek felé
utkozben agakat adnak le az a- és 0-sejteknek is, igy a B-sejteket ellatd vér eldzdleg mindig
kapcsolatba keriil az a- és 6-sejtekkel. A vénas elvezetés jellegzetessége, hogy az exokrin
végkamrak koril az endokrin mirigyekre jellemz6é portalis keringés jon létre, igy a
Langerhans-szigetek szekrétumai az exokrin végkamrak mikodésének szabalyozasaban is

részt vesznek (Rohlich szerk., 1999).
2.2 Az inzulin bioszintézise, inzulinszekréciot szabalyozo tényezék

A Langerhans-szigetek sejtjei kozil a B-sejtek termelik a tapanyagforgalom
szabalyozasanak kozéppontjaban allo és gyogyszertani szempontbol is kiemelkedd fontossagu
inzulin hormont.

A B-sejtek endoplazmatikus retikulumaban egy hosszabb prekurzor polipeptidlanc, a
preproinzulin szintetizalodik és még ott helyben proinzulinna alakul. A 86 aminosavbol 4llo
egylancu proinzulin a Golgi-apparatuson keresztiil vesiculdkba rendezddik. Itt kihasad beldle
4 bazikus aminosav €s egy 30 aminosavbol allo lanc, a C-peptid, melynek az endogén inzulin
termelés mértékének meghatarozasaban van szerepe. A megmaradt két rovid (az A-lanc 21, a
B-lanc 30 aminosavbol all) polipeptid lancot diszulfidhidak kétik Ossze, ez a humén inzulin
végsO szerkezete. Az inzulin a [-sejtekben hexamer formaban, két molekula cinkkel

raktarozodik.



Az inzulinszekréciot befolydsold legrégebben ismert alapvetd stimulans a vérplazma
glikozszintjiének emelkedése. A gliikdz inzulinszekrécids hatasat kozvetleniil a B-sejteken
fejti ki: a GLUT-2 facilitativ gliikkoz transzporteren keresztiil 1ép be a sejtbe, ahol a glukokinaz
enzim foszforilalja, majd a folyamat végeredményeképpen emelkedik az intracellularis ATP-
szint. A keletkezett ATP hatasara a sejtmembran ATP-szenzitiv K'-csatornai zaroédnak, ennek
kovetkeztében a sejt depolarizalodik, megnyilnak a sejtmembran fesziiltségfiiggd Ca’-
csatorndi, megnovekszik a sejtplazma szabad Ca’-koncentracioja, ami az inzulingranulumok
sulphonyurea és meglitinidek k6z¢é tartozo un. inzulin szekretogog oralis antidiabetikumok.

A tapcsatornabol felszivodott tapanyagok koziil nem csak a gliikdz, de egyes aminosavak, igy
aminosavak nem a GLUT-2 transzporteren keresztill fejtik ki hatasukat, igy inzulin
elvalasztast serkentd hatasuk GLUT-2 defektus esetén is érvényesiil.

A tapanyagok kozvetlen hatasat kiilonbozé egyéb mechanizmusok tdmogatjak, igy
példaul a nervus vagus utjan érkezé paraszimpatikus kolinerg ingeriilet, melyet a szajban
érzett édes iz, valamint a taplalékfelvételi ritualé valthat ki (Fony6 szerk., 2013).

Tovabbi fokoz6 hormondlis mechanizmus a bélben a tdpanyagok hatisara
felszabaduld gasztrointesztinalis hormonok, az inkretinek hatasa. Ezek koziil els6ként a
gliikoz dependens inzulinotrop peptid (GIP) szerepét ismerték fel a 70-es években. A GIP egy
42 aminosavbol allo fehérje, tobbnyire a vékonybél K-sejtjei termelik, de megtalalhatd a
koézponti idegrendszerben is, ahol a sejtek tulélésében jatszik szerepet (Nyberg és mtsai.,
2005). Bélben torténd felszabadulasanak f6 ingere a taplalékfelvétel, a bélbe keriil6 szénhidrat
fliggd inzulin szekrécidt serkentd hatdsa kimutathaté volt, bélnedvbdl eltavolitva annak
inkretin hatasa (inzulin szekréciot és [B-sejt proliferacidt serkentd, B-sejt apoptozist gatld
hatds) megmaradt, ez tovabbi hasonl6 hatasu peptidek jelenlétére utalt (Ebert és mtsai., 1983).
A proglukagon gén klonozasa €s szerkezeti felderitése vezetett a masodik inkretin hatast
peptid, a glukagonszerii peptid-1 (glukagon-like peptid-1, GLP-1) felfedezéséhez (Drucker és
mtsai., 1987, Kreymann ¢s mtsai., 1987). A GLP-1-t a GIP-t4l eltéréen enteroendokrin L-
sejtek allitjak elé a vékonybél distalis szakaszaban illetve a vastagbélben. Szintje
taplalékfelvételt kovetden a GIP-hez hasonloan percek alatt megemelkedik, ebbdl kovetkezik,
tapanyagok kozvetleniil hatni tudnanak az L-sejtekre. Mind a GIP, mind a GLP-1 tartalmaz

kettes pozicioban alanint, igy szerkezetiik lehetévé teszi, hogy a dipeptidil-peptidaz-4 (DPP-
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4) enzim szubsztratjai legyenek. Igy a felszabaduld inkretinek nagyon gyorsan, néhany perc
alatt bomlanak, rdadasul mindkét peptid gyorsan iiriil a keringésbdl a veséken keresztiil is
(Drucker, 2006).

Az inzulinszekréciot gatldé mechanizmus a hasnyalmirigy o-sejtjei altal elvalasztott
szomatosztatin hatasa. Ennek lokalis, parakrin gatld hatasa mind az a-sejtek glukagon
tonusaval és inzulin illetve glukagon hatasara erételjesebb elvalasztasaval véd a tulzott inzulin
¢s glukagon hatastol, csillapitja az ingadozasok amplitidojat.

A B-sejteket gatldo tovabbi mechanizmus stressz hatasara indul be: a szimpatikus izgalom, az
adrenalin és a noradrenalin a B-sejtek a-receptorain hatva gatld hatast, ezzel megakadalyozva

vészhelyzet esetén a vér gliikkdz szintjének csokkenését (Fonyo szerk., 2013).

2.3. 2-es tipusu diabétesz kezelési lehetdségei

A 2-es tipusu diabétesz oralis antidiabetikus kezelését akkor kell elkezdeni, ha az
intenziv ¢letmodkezelés (orvosi taplalkozasi terapia és fizikai aktivitas) 6-8 hét elteltével sem
biztositjak a kivant glikémias kontrollt. Ilyen esetben els6ként —akut anyagcsere kisiklas
(éhomi vércukor >13,9 mmol/l, random vércukor ismételten >16,7 mmol/l, HbAlc >10,0%,
ketonuria és/vagy cukorbetegségre jellemzd karakterisztikus tlinetek fennéllasa) kivételével-
az Amerikai- (ADA) és az Europai Diabetes Tarsasag (EASD) 2008 végén megujitott k6zos
ajanlasa metformin kiegészitd adasat javasolja. Akut anyagcsere kisiklas fennalldsa esetén
inzulin alkalmazandd, majd ha az anyagcserehelyzet rendezésre keriilt, megfontolhato egyéb
terapia valasztasa (Szl 1).

Az ordlis antidiabetikumok hatdsjelleg alapjan két nagy csoportra oszthatok:
inzulinotrop és nem inzulinotrop vegyiiletek.

A nem inzulinotrép vagy antihiperglikemizald vegyiiletek k6zos jellemzéje, hogy
monoterapiaban nem hipoglikemizalnak, az inzulintermelést nem befolyasoljak. Ide tartozik a
szénhidratok felszivodasat gatld akarboz, mely az alfa-glukozidaz enzim miikddését, igy a
szénhidratok bontasat akadalyozza. Inzulinotrop hatasu szerek a biguanid szarmazékok is.
Ebbe a csoportba tartozik a mar emlitett, elséként valasztandd oralis antidiabetikum, a
metformin. A metformin az inzulin-receptor kot6dést segiti elé foként a vazizomsejteken €s a
majsejteken. A majban fokozza a gliikkozfelhasznalast és gatolja a glikoneogenezist. Csokkenti
a glikéz bélbdl valod felszivodasat, ez és az étvagycsokkentd hatds egylittesen okoznak
kovetkezményes testsulycsokkenést, ami a jellemzOen elhizott betegekben az

inzulinérzékenység novekedéséhez vezet. A biguanidok koz¢ tartozik a buformin is, mely bar
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még forgalomban van, de 0j kezelésként vald alkalmazasa nem javasolt. Szoros értelemben
vett inzulin-érzékenyiték a tiazolidindionok. Egyarant csokkentik a plazma gliikoz- lipid- és
inzulinszintjét, mivel fokozzdk az izom- és zsirszovet glikéz felvételét és felhasznalasat,
csokkentik a zsirsavszintézist és a majban csokkentik a glikogenolizist, mindezt anélkiil, hogy
az inzulinszekréciot serkentenék. A csoport forgalomban 1évé képviseldje a pioglitazon,
miutdn a roziglitazont az Eurdpai Unioban mellékhatdsa miatt kivontdk a forgalombol. A
csoport leglijabb tagja, a rivoglitazon jelenleg klinikai 3-as fazis stidiumban van.

Az inzulinotrép vagy hipoglikemizalo gyogyszerek kozos tulajdonsaga, hogy az
inzulin elvalasztasat serkentik, ezzel magyarazhat6 esetleges hipoglikémiat okozé hatasuk,
melynek kockazata gondos adagoldssal minimalisra csdkkenthetd. Ezek a szerek az étkezés
utani, a bazalis inzulin elvalasztast vagy mindkettét képesek befolyasolni kiillonb6zé
hatasmechanizmusok utjan. A szulfanil-karbamidok kozo6tt megkiilonboztetiink elsé és
masodik generdcios vegylileteket, az elsd generdcidés szereket, mint a tolbutamid vagy
chlopropamid ma mar nem hasznaljak. A masodik generacidos szerek kozé tartoznak a
glibenclamid, gliclazid, glimepirid, glipizid és gliquidon. Hatasukat a B-sejtek ATP-fiiggé K-
csatornahoz kotédve fejtik ki, bezarva azokat, igy depolarizalva a sejtet, ami a
fesziiltségfliggd Ca’-csatornak nyitasahoz és gyors inzulinkidramlashoz vezet. Az inzulin
szintézisét azonban nem befolyasoljak, tehat hatasuk kifejtéséhez sziikséges bizonyos
mennyiségii inzulin megléte a B-sejtekben. A betegek egy része, kb 10-15%-a, foként a 40 év
alatti korosztaly azonban nem reagal a kezelésre, mar a kezdetektdl meglévd, vagy a kezelés
soran fokozatosan kialakulo hatastalansig tapasztalhato. Etkezési vér gliikéz szabalyozok
vagy prandialis gliikozregulatorok a meglitinid szarmazékok: nateglinid és repaglinid. Ezeket
a vegylileteket a szulfanil-urea szarmazékokbol fejlesztették, kozvetleniil a B-sejtekre hatva
fokozzék kiilondsen a posztprandidlis inzulin elvalasztast (Fiirst szerk. 2006). Az inzulinhatas
fokozott érvényesiilését mas Uton tamogatd Szerek az inkretin-hatast fokozo, dipeptidil-
peptidaz-4 (DPP-4) enzim antagonistai, a gliptinek, mely csalad tagjainak szama fokozatosan
nd, jelenleg 8 féle gliptin valt gyogyszerré vagy kozel van a gyogyszerré valashoz (abc
sorrendben: alogliptin, anagliptin, gemigliptin, linagliptin, saxagliptin, sitagliptin,
teneligliptin, vildagliptin). A taplalékfelvételt kovetden bélbSl felszabaduld inkretin
hormonok (GIP és GLP-1) lebontasat végzé enzim gatlasanak kovetkeztében a hormonok
mennyisége megemelkedik, inzulinszekréciot és -sejt proliferaciot serkentd hatasuk
hosszabbtava. A DPP-4, a szervezetben cirkulald formaja mellett szamos Szerven, sejten
expresszalt formaban is megtalalhat6, mint a CD26 sejtfelszini antigén. Kimutattak bélham
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adipocitakon, aktivalt limfocitakon és monocitakon is (Gorrell, 2005). Az enzim {6 mikodése,
hogy a fehérjéket az N-terminus fel6li mdsodik aminosavnal rendkiviil gyorsan hasitja,
kiilonosen alanint és prolint preferalva ebben a pozicidban (Mentlein, 1999). A DPP-4-nek az
inkretin hormonok mellett szamos egyéb potencialis szubsztratja van: neuropeptid Y, peptid
YY, gastrin-releasing polipeptid, agyalapi mirigy adenilat-ciklaz-aktivalé polipeptid
(PACAP), inzulinszerii novekedési faktor-1, P anyag ¢és kiilonb6zé kemokinek. Ezeknek
koszonhetd, hogy a DPP-4 nem csak a gliikkoz homeosztazis szabalyozasaban vesz részt, de a
vérnyomas, a neurogén gyulladas és az immunrendszer szabalyozd folyamataiba is
bekapcsolddik (Ahrén, 2007). A legintenzivebben vizsgalt gliptin vegyiiletek a sitagliptin és a
vildagliptin. Mindkettdre jellemz6, hogy kompetitiv médon, reverzibilisen gatoljak a keringd
DPP-4 enzimet (Villhauer és mtsai., 2003, Kim és mtsai., 2005). Mind a sitagliptin, mind a
vildagliptin orédlisan aktiv, gyorsan abszorbeal6dé molekuldk. Mar a bevételt kdvetéen 30
perccel szinte 100%-0s DPP-4 gatlas jelentkezett, amely 16 ora elteltével még mindig 80%
folott volt, ez lehetdvé teszi a szerek napi egyszeri alkalmazéasat gyogyszerként (Ahrén ¢és
mtsai., 2004, Herman ¢és mtsai., 2006). A m4j nem vesz részt szamottevden a vegyiiletek
szervezetbdl torténd elimindldsdban, a veséknek azonban anndl nagyobb jelentOsége
igazolodott (Bergman és mtsai., 2006). Ennek kdvetkezményeként javasolta az FDA a renalis
statusz felmérését sitagliptin adasat megeldzden, esetlegesen csokkentett dozis felirdsa
céljabol.

Az inkretin-hatas fokozasaval hatnak az inkretin mimetikumok is, a csoport els6 tagja
az exenatid. Mivel peptid természetli vegyiiletrdl van szo, injekcio formajaban alkalmazhato,
hatasara fokozodik a gliikoz-fiiggd inzulinszekrécido mértéke, valamint csékkenti a glukagon
kivalasztast €s a gyomor Uriilését is lassitja.

Az 1j iranyelvek az életmod terapia és az oralis antidiabetikus kezelés sikertelensége
(HbAlc >7%) esetén akar mar a sikertelen metformin-monoterdpiat kdvetden alternativ
valasztasi lehetdségnek tekintik az inzulin bazisinzulin formajaban torténd bevezetését. Ennek
oka a PB-sejtek kimélete valamint, hogy a jo anyagcsere allapot révid idén beliil beallithatd
vele, igy megel6zhetdk a szovédmények. Oralis antidiabetikus kezelés mellé bazisinzulinként
a hosszu hatast inzulinanaldégokat hasznaljak (glargine, detemir). Az inzulinadagolas egyéni
mérlegelést kovetden szamos egyéb terdpias forméban (konvenciondlis, bifazisos,

szemiintenziv, intenziv) adhato, melyek részletes ismertetésétol eltekintiink (SzI 1).



2.4. 2-es tipusu diabétesz szovodményei

A diabéteszes idiilt szovddmények koziil diabétesz-specifikusnak mindsiilnek a

mikroangiopatia kiillonbozé tipusai: retino-, nephro-, és neuropathia diabetica, mig a
makroangiopatids szovodmények az ateroszklerdzis kiilonb6zo klinikai formait jelentik.
Az ateroszklerdzis klinikai korformai kozott kiemelt jelentdségiliek a koronaridk érintettségén
alapuld megbetegedések, a cerebrovascularis szovédmények ¢és az alsd végtagi artérids
keringési zavar kovetkezményei. Az ateroszklerdzis korfejlodésébdl adoddan az egyik
érteriileten mutatkozd korképek észlelése esetén joggal feltételezhetd, s ezért vizsgalando a
szervezet egyéb érteriileteinek érintettsége is. A kardiovaszkularis kockdzat mar a diabétesz
eléallapotaiban, csokkent gliikoztolerancia (IGT) és emelkedett éhomi vérglikkozszint
(increased fasting glucose, IFG) esetén is fokozott.

A diabéteszes retinopatia kialakulasaban a diabétesz-tartamnak és az anyagcsere
helyzetnek van dontd szerepe. Bar eléfordulasa a jobb terapids lehetdségeknek kdszonhetden
folyamatosan csokkent, szamos orszagban vezetd oka az Ujonnan kialakuldé vaksagi
eseteknek. 1-es tipusu cukorbetegekben a proliferativ retinopatia, mig 2-es tipust
cukorbetegekben a macula oedema incidencidja nagyobb. 2-es tipusu diabéteszben szenvedd
betegekben mar a betegség diagnosztizalasakor jelen lehet a szovéddmény enyhébb formaban,
ennek oka a kor lappangd fejlédése. Korlefolyasat befolyasold tényezOk a tartds
hiperglikémia, hipertonia, szérum lipid eltérések €s a terhesség.

A nephropathia diabetica-t fokozatosan névekvé mikroalbumindaria, emelked6
vérnyomas ¢és csokkend glomerulus filtracios rata jellemzi. A sz6védmény kialakuldsdban és
elérehaladtaban jelentds szerepe van a tartdos hiperglikémianak, a megvaltozott
haemodinamikai viszonyoknak, ezek mellett részben oki tényez6ként emlithetok a genetikai
tényezok és a dohanyzas is. Hosszan elhtiz6do korfolyamat, mely kielégit6 kezelés hianyaban
végstadiumu  veseelégtelenségbe  torkollhat. A  mikroalbuminaria nem csak a
makroalbumintria szempontjabol, de a kardiovaszularis megbetegedések tekintetében is
prediktiv tényezének mindsiil. A mikroalbuminuria az altalanos vaszkularis (endothel)
karosodas jeleként értékelheto (Szl 1).

A diabéteszes neuropatianak morfoldgiai jele nincs, &m szadmos, a beteg életét
megkeseritd panaszt okoz, igy paresztézidkat, érzéskiesést, gyoki fajdalmakat, nyelési
nehézséget, vizelési és székelési problémakat, ortostaticus hypotensiot, erekcioképtelenséget
(Szende szerk. 1999). Ujonnan felismert 2-es tipusii diabéteszben mar a betegség

megallapitasakor taldlkozhat a szakember neuropatia okozta tiinetekkel vagy a szovédményre



utald vizsgalati eltéréssel. Becslések szerint kb. a betegek 1/3-a szenved valamilyen, a
neuropatia okozta panasztol. Ez a leggyakrabban eléforduld szovédmény tipus mind 1-es,
mind 2-es tipust diabéteszben (Attal és mtsa., 2010, Bril és mtsa., 2011, Pambianco és mtsai.,
2006, Adler és mtsai., 2003, Fong és mtsai., 2004), ezaltal a legkoltségesebb diabéteszhez
kapcsolddo tarsbetegség, mely a ndvekvo hatékony gyogyszervalaszték ellenére még mindig
alulértékelt jelentOségli és elégtelentil kezelt. A fajdalmas diabéteszes neuropatia a
fajdalommal nem jaré diabéteszes neuropatiaval ellentétben jelentds negativ hatassal van a
beteg ¢letmindségére fizikai €s mentalis szempontbol egyarant (Van Acker K és mtsai., 2009).
A diabéteszes neuropatia leggyakrabban el6forduld altipusa a diabéteszes érzé-motoros
polineuropétia, ami a végtagokat ¢érinté szimmetrikus, a kezeken ¢és a labakon
,kesztyliszerien” illetve ,harisnyaszeriien” jelentkezd zsibbadas, érzéskiesés és szurd
fajdalom. A polineuropatiat jellemzd tovabbi manifesztaciok az allodinia (fajdalmas érzet
artalmatlan ingerre) és a hiperalgézia (fokozott érzékenység fajdalmas behatasokra) (Peltier és
mtsai., 2014). A tiinetek alapjan a betegség konnyen felismerhetd, a beteg alapos kikérdezése
alapjan a diagndzis gyanithatd. A kor megallapitdsdhoz a vibracioérzés (mélyérzés,
pallaesthesia) csokkenését 128 Hz-es Rydel-Seiffer-féle kalibralt hangvilla segitségével
vizsgaljak. Tovabbi egyszerii vizsgalati modszer a 10 g suly Semmes-Weinstein-féle
monofilamentum, mellyel a talp feliiletén a protektiv érzés konnyen vizsgalhato. Az autonom
neuropatia a kardiovaszkularis reflex tesztekkel vizsgalhato legkdnnyebben (Szl 1). Ezek
mellett a neuropatia elektroneurografiaval (ENG) igazolhaté, mellyel az elektromos jelek
tovabbitasan keresztiil az idegek miikodése vizsgalhatd (idegvezetéses vizsgalat). Az ENG
egy megbizhaté modszer az allapot kovetésére, amennyiben hozzaérté szakember végzi €s
értékeli a vizsgalatot (Arezzo JC és mtsai.,, 2002). Az idegi elvaltozasok vizsgalatara
lehetéséget add modszer a teljes ideg biopszia, tipikusan a labikra-ideg (nervus suralis)
eltavolitasaval. Ez a mddszer az eljaras invazivitasa és karosité hatasa miatt —(fennmarado
lateralis fajdalom) a diagnosztikaban nem hasznalatos. Kutatasi vizsgalatokban is ritkan
hasznaljdk, mivel az eljaras nem ismételhetd meg azonos helyen, ez pedig a végpont
hasznossagat erdteljesen csokkenti. A labikra-ideg egyébként altalaban abnormalis képet
mutat: kevesebb mielinhiivelyes rost, az axonok duzzanata, szorvanyos demielinizacio,
mindezt még a polineuropatia tiineteinek Kifejlédése elétt vagy minimalis tiinetek mellett
(Malik és mtsai, 2005. Thrainsdottir és mtsai., 2009). Epidermalis bérbiopszidval vizsgalhato
a kis, mielinhiivellyel nem rendelkezd C-rostok érintettsége. A bdrbiopsziat eldnydsebb
csupasz, szOrrel nem boritott teriiletrdl venni (tenyér, talp), mivel ott megfeleld a disztalis

mielinhiivellyel rendelkezd rostok relativ mennyisége azok érintettségének vizsgalatahoz
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(McArthur és mtsai., 1998, Myers és mtsai., 2013/1). A borbiopszia mdodszerével 1ényegesen
nagyobb mielinizalt rost érintettséget talaltak 1-es tipusu diabéteszes betegekben mint azonos
sulyossagu neuropatiaval rendelkezd 2-es tipusu diabéteszes betegekben, ez pedig a betegség
a diabétesz két tipusaban eltéré mechanizmusat és lefolyasat erdsiti meg (Myers és mtsali,
2013/2). Mar évekkel ezelott megfigyelték, hogy a fokozott gliikoz kontroll kiilonbozo
adatokat eredményez az l-es és a 2-es tipusi diabéteszes betegekben. A hiperglikémia
intenzivebb kezelése a diabéteszes neuropatia sokkal ritkabb eléfordulasat eredményezte 1-es
tipusu diabéteszes betegek korében, mig a fokozott vér-gliikoz kontroll minimalis hatdssal
volt a neuropatia megjelenésére a 2-es tipusu betegek esetében (Callaghan és mtsai., 2012/1).
Az eredmények aldtdmasztani latszanak azt a tényt, miszerint az l-es és a 2-es tipusu
diabéteszhez tarsuld neuropatia két kiilonbozé betegség, valosziniileg eltéré mechanizmust
idegkarosodassal (Callaghan és mtsai., 2012/2, Peltier és mtsai., 2014). A neuropathia
diabetica kezelésére jelenleg nem 4all rendelkezésre olyan gyogyszer, amely bizonyitottan
stabilizalja vagy visszaforditja a panaszok hatterében all6 patomorfologiai elvaltozasokat: a
mielinhiively pusztulasat vagy az axondegeneraciot (Szl 1). A kezelésben tobbnyire a
megeldzésen ¢€s a tlineti kezelésen van a hangstly. A hattérben 4ll6 diabétesz karbantartdsa
rendkiviil fontos tényezd a szovodmény kialakuldsdnak megakadalyozdsdban és a betegség
progresszidjaban. Tobb vizsgalat megerdsitette, hogy a neuropatia kialakuldsaban jelentds
kockazati tényezé a dohanyzas (Tesfaye €s mtsai., 2005) és az egyidejii alkoholfogyasztés
valoszintileg szintén emeli a neuropatia megjelenésének rizikojat (Adler és mtsai., 1997). A
betegség gyogyszeres kezelésére hasznalhatd szerek 3 nagy csoportba sorolhatok:
antiepileptikumok, antidepresszansok és nem specifikus fajdalomcsillapitok, ide értve az
opioid fajdalomcsillapitokat is. Az epilepszia elleni szerek koziil bizonyitottan hatékony
gyogyszerek a fajdalmas neuropatia kezelésében a gabapentin és a pregabalin. Mindkettd
GABA- anal6g molekula. Hatasukat hasonlé mechanizmuson keresztiil fejtik ki, a gerincveld
hatsé szarvaban talalhatd Ca'-csatorndk 028 alegységéhez kotédve gatoljak a
neurotranszmitter felszabadulasat (Sills, 2006). A legtobb antiepileptikum vizsgalata soran
csekély elényt mutatott neuropatidban valo alkalmazasra (Peltier és mtsai., 2014). A magyar
szakmai irdnyelvek szerint a fajdalmas neuropatia kezelésére kisérletet érdemes tenni
carbamazepin, phenytoin vagy natrium-valproat adasaval is (Szl 1). A depresszid kezelésére
hasznalatos szerek koziil a triciklikus antidepresszdnsok bizonyultak hatékonynak, am
ezeknek sulyos mellékhatasaik lehetnek. Ujabb molekulék a szerotonin-norepinefrin reuptake
gatlo (SNRI) duloxetin és venlafaxin, melyek ugyancsak fajdalmas neuropatia kezelésében

lehetnek a beteg hasznara (Pergolizzi és mtsai., 2013, Rowbotham ¢és mtsai., 2004). Az 6pioid
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fajdalomcsillapitok ismert hatasukat placebo-kontrollalt vizsgalatokban is bizonyitottak, am
alkalmazasukat hatraltatja a hozzaszokés veszélye, a terapia folytatasanak elutasitdsa és a
visszaélés lehetdsége (Spallone és mtsai., 2012). Oki terapids lehetdségként tartjak szamon az
a-liponsav adasat, melynek hatasa antioxidans tulajdonsagaibdl és glutathion-szint csékkentd
képességébdl eredhet (Vallianou és mtsai., 2009). A polineuropatia egyes koros paramétereit
javitja a szintén oki terapiaként alkalmazott hexdz it inhibitor benfotiamin is, ami B-vitamin-
kombinacioban érhetd el a piacon (SzI 1). A fajdalmas diabéteszes neuropatia helyi
kezelésében kevés sikerre szadmithatunk, bar a capsaicint tartalmazé kendcs hatékonynak
bizonyult, sok beteg nem viseli el az alkalmazas kezdetén fellépd induld fajdalmat (Webster
¢s mtsai., 2012). Lidocaint tartalmazo6 kendccsel vagy tapasszal csak jol koriilhatarolt teriilet
kezelhetd, diffuz fajdalom enyhitésében kevésbé hatdsos. A nem gyodgyszeres kezelések koziil
a torna jotékony hatdsat vizsgdlatok is igazoltdk, ezt a bdrbiopszia eredményei is
alatamasztottdk (Kluding és mtsai., 2012). Egyéb nem gydgyszeres kezelések (transzkutan
elektromos idegstimulacio, elektromagneses stimulacid, gerincvelé stimulacio, alacsony
energiaju lézerterdpia, masszazs, akupunktura) is a vizsgalédasok targyat képezik,
mindezidaig azonban nem sikeriilt € modszerek egyértelmii hatékonysagat megfeleld klinikai

vizsgalatokkal alatdmasztani.
2.5. Az inhomogén sztatikus magneses tér

A magneses terek biologiai és élettani hatasainak vizsgalata fokozott tudoméanyos
érdeklodésre tett szert a nuklearis magneses rezonancia (NMR) moddszer orvosi
diagnosztikdban torténd meghonosodésa ¢€s elterjedése Ota, magnesesrezonancia-képalkotas
(MRI) formajaban. Bar az MRI-t jelenleg diagnosztikai célokra hasznaljak, allatkisérletes
mérések bizonyitottak, hogy az MR erds, homogén SMF-e (3 T) rendelkezik
fajdalomcsillapito hatassal (Laszlo és mtsai., 2008). Elettani hatds az erésen homogén
magneseS téren tal nagyon erdsen inhomogén magneses térrel érheté el. Szamos kutatas
célozta a SMF hatasanak kimutatasat rendkiviil kiilonb6z6 eredményeket adva. Pittler és
mtsai (2007) készitettek egy meta-analizist, mely sordn olyan humaén vizsgalatokat vetettek
Ossze, szam szerint 29-et, melyekben a SMF hatasat placebo kontrollal és gyengébb SMF
kontrollal is Osszehasonlitottdk. Megéllapitasaik szerint nincs elfogadhatd bizonyiték arra
vonatkozoan, hogy a SMF hasznalhatd lenne fajdalomcsillapitasra, ezért nem javasolhato,
mint hatékony terapia. Egy reflektald 6sszefoglalds (Colbert és mtsai., 2008) megkérddjelezi a
levont kovetkeztetések helytallosagat, kritizalva azt, hogy az 6sszehasonlitott vizsgalatokban

nemcsak hogy nem voltak azonosak az adagolasi paraméterek, de gyakran nem is voltak a
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pontos koriilmények megadva, akar a magnesek fizikai jellemz6i sem. A szerzok irdsukban
javasolnak 10 olyan sarokpontot (pl. a magneses tér erOssége, target szovet, target szovet
tavolsaga a magnestdl stb.), melyeket minden humén vizsgalat esetében sziikséges lenne
megadni azért, hogy azok eredményei késObb Osszevethetoek, igy a hatékonysag vagy
hatastalansag kimutatasara alkalmasak legyenek. Hangsulyozzak tovabba, hogy sziikséges
lenne a SMF dozimetria optimalizalasara atfogé fazis 1 vizsgalatot lefolytatni, és ezen adatok
ismeretében szervezni széleskori, randomizalt, kontrollalt vizsgalatokat.

A terapids célokon til a magneses tér hatasainak pontos feltérképezése és megértése
epidemiologiai szempontok miatt is sziikségszer(i, hiszen az MRI-vel vizsgalt betegek ¢és a
vele dolgozo személyzet is ki van téve hatasuknak. A hatasok és mellékhatasok felmérésének
nehézségét mutatja, hogy az igény felmeriilésének ellenére maig sem sziiletett hivatalos EU
allasfoglalas a SMF potencialis karos hatasairol. Az Eurdpai Bizottsag SCENIHR Bizottsaga
(Scientific Committee on Emerging and Newly Identified Health Risks) 2009-ben kiadott egy
Osszefoglal6 irast a SMF potencialis veszélyeirdl.

In vitro neurodegenerativ allapotot modellez6 sejtkultiras kisérletben vizsgaltak Ben
Yakir-Blumkin és mtsai. 2014 a gyenge SMF (5 mT) hatasait patkany primer agykérgi és
hippocampus-ban talalhato idegsejtek talélésére. Eredményeik szerint a magneses expozicio
gatolja az etopozid-indukalta apoptozist.

Houpt és mtsai 2007 vizsgaltak az er6s SMF (1-14 T) hatasat patkanyok viselkedésére.
Az allatok szabad mozgasuk soran lehetséget kaptak és megtanultak atmaszni egy furaton,
mely egy NMR gép mégneses terébe vezetett. Aktiv magneses tér nélkiil ezt az allatok
rendszeresen megtették. Amikor valdodi, er6s magneses teret gerjesztettek, az allatok az els6
alkalom utdn tobbszor mar nem mentek be a magneses térbe, elkeriilték azt. Ezt az elkertild
magatartast a belsé flilben elvégzett labirintektomia segitségével ki tudtak iktatni, ami a
vestibularis rendszer SMF érzékelésében valo résztvételét igazolja.

Tobb kutatocsoport vizsgalta a SMF keringésre gyakorolt hatasat is. Gmitrov 2007
nyulakat tett ki 350 mT erésségli SMF hatasanak 40 percig, melynek soran fokozott artérias
baroreflex érzékenységet és fokozott mikrocirkulaciot tapasztalt.

Laszlo és Porszasz 2011 vizsgaltdk a SMF hatdsat a korasziilésre. A korasziilés
modellezésére lipopoliszacharid (LPS) hasznalhato, melybdl 25 pg intraperitonealis adasaval
indukalhaté a korasziilés a vemhes egereken. Napi 40 perces 2,8-476,7 mT erésségli teljes test
SMF kezelés képes volt a korasziilés bekovetkezését eltolni a LPS beadasat kovetd 17,43
orarol 21,93 orara. A kisérlet soran a LPS-dal nem kezelt egerek vemhességének idejére a

SMF nem volt hatassal.
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A SMF fajdalomcsillapitd hatasat meggy6zden alatdmasztottadk Laszld és mtsai 2007
vonaglasi teszt vizsgalatai: az egér hasiiregébe juttatott irritdldo anyag kivaltotta vonaglds az
SMF-el kezelt allatcsoportban 54, 07%-kal csokkent. Késébbi vizsgalatok arra is kiterjedtek,
hogy a sztatikus magneses tér hatasanak idétartamat is feltérképezzék: az eredmények alapjan
a 10 perces SMF expozicid vonaglasi teszttel mérhetd hatasa a hatds megsziinését kovetd 30
percig nem csokken 90% ala (Laszl6 és mtsai., 2009). A munkacsoport tovabbi vizsgélataiban
kisérletet tett a hatasmechanizmus felderitésére is. A leirt fajdalom modellen kiilonb6zo
opioid receptor antagonistakkal végeztek elokezelést €s ilyen koriilmények kozott vizsgaltak a
magneses tér hatdsat. Ezek a mérések ugy talaltdk, hogy a SMF féjdalomcsillapitd hatdsat
leginkabb a p-, kisebb részben a &-opioid receptorok kozvetithetik, mig a k-receptorok
résztvételére nem taladltak bizonyitékot (Gyires és mtsai., 2008). Tovabbi, akut
szomatikus/gyulladasos allatmodellekben igazoltak a capsaicin-érzékeny rostok szerepét a
fajdalomesillapitéd hatés kozvetitésében (Sandor és mtsai., 2007).

Munkacsoportunk kisérletei soran a Laszlo €s mtsai., 2007 altal fejlesztett, inhomogén
SMF eléallitasara alkalmas késziiléket hasznalt, melynek részletes leirasat és paramétereit a

metodikai leirasok kozott részletezem.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Kisérleti allatok és etikai iranyelvek

Az in vivo kisérleteket 25-35 g stlya CDI1 (Charles River, G6doll6, Magyarorszag) és
CFLP (Toxicoop Ltd, Budapest, Magyarorszag) him egereken végeztiik. Az allatokat standard
patogénmentes kornyezetben, 2243 °C-on tartottuk 12/12 o6réas fény/sotét ciklusban, standard

ragcsalotaphoz €s vizhez szabad hozzaférést biztositva.

Az allatkisérletes protokollokat a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti
Bizottsag (engedélyszam: 26/2007 DE-MAB) és a Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal
Allategészségiigyi és Allatvédelmi Igazgatosaga engedélyezte. A kisérletes munka soran szem
eldtt tartottuk tovabba az Eurdpai Bizottsag 86/609/ECC iranyelve, az allatok védelmérdl és
kiméletérdl szolo 1998. évi XXVIIL. torvény 32§, az International Association for the Study

of Pain (Zimmermann M., 1983) és a Helsinki Deklaraci6 ajanlasait.

3.2. Sitagliptin és vildagliptin alkalmazasa

A sitagliptint (1. kép) és a vildagliptint (2. kép) (Nanjing Ange Pharmaceuticals,
Nanjing, Jiangsu, China) 1, 3 és 10 mg/kg dozisokban, fizioldgids sdoldatban oldva adagoltuk
per os szonda segitségével (1 ml/100 g). A kontroll csoportok azonos mennyiségii a
gliptinekhez hasznalt oldoszert (azaz fiziologids sdoldatot) kaptak, megegyezd mddon.

Az egynapos Kkisérleteknél egyszeri, mig a 21 napos protokollokndl napi kezelést
alkalmaztunk (Thomas és mtsai., 2008).

A kisérleteket és méréseket 30 perccel a sitagliptin és vildagliptin adagoldsa utan végeztiik.

1. kép Sitagliptin molekula szerkezeti képlete
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2. kép Vildagliptin molekula szerkezeti képlete

3.3. Allyl-isothiocyanate (AITC, mustarolaj) altal kivaltott gyulladasos modell

A Kkisérleti allatokat— 30 perccel a gliptin/placebo kezelést kdvetéen — 50 mg/kg
intraperitonealisan (i.p.) adott thiopental (Trapanal, Sandoz, Basel, Svajc) injekcioval altattuk
el. A jobb fiil kiils6 és belso feliiletét a kereskedelemben kaphato fiiltisztito palca vattas
végének segitségével paraffinban oldott 1%-os mustarolajjal (Sigma-Aldrich, Budapest,
Magyarorszag) kentiik. A kezelést az elsd kenés utan 45 perccel megismételtiik (Banvolgyi és
mtsai., 2004; Inoue és mtsai., 1997).

A vizsgalat végén cervicalis dislocatio-t kdvetden a kezelt fiileket eltavolitottuk, majd -20°C-

on taroltuk a neutrofil granulocita akkumulacié mérés elvégzéséig.

3.4. Fil 6déma mérése

A fiil vastagsagat 0,1 mm pontossagii mérnoki mikrométer (3. kép) (Oxford Precision,
Leicester, Anglia) segitségével mértiik Inoue és mtsai., 1997 iranymutatasait alapul véve. A
fiil vastagsagat kozvetleniil a mustarolaj kezelés elbtt, az elsé kenés utan 15 perccel, majd 6

oras perioduson keresztiil oranként mértiik. A mért eredményeket mikrométerben adtuk meg.

3. kép Mérnéki mikrométer
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3.5. Neutrofil granulocita akkumulacié mérése

A fagyasztott fiill mintakat szobahdmérsékleten kiolvasztottuk, apritottuk, majd 0,5%
HTAB (hexadecyltrimethylammonium-bromid, Sigma-Aldrich, Budapest, Magyarorszag)
tartalmu 0,05 M kélium-foszfat pufferben homogenizaltuk, 1 ml puffert hasznalva fiilenként.
A homogenizatumot 11000 g-n, 4 °C-on 10 percig centrifugaltuk, majd a feliilaszoébol 200 ul-
t Eppendorf csébe helyeztiink.

A mieloperoxidaz aktivitast 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine (TMB, Sigma-Aldrich,
Budapest, Magyarorszag) hidrogénperoxid-fiiggé oxidacidjan keresztiil hataroztuk meg
(Suzuki és mtsai., 1983). A TMB festék oxidalt formaban kék szinii, ezt 620 nm-en mértiik
spektrofotométer segitségével. A reakcidelegy 25 ul szovetmintat, 25 pl TMB festéket (végso
koncentraci6é 0,16 mM, dimethylsulfoxidban (DMSO) oldva) és 200 ul, pH 5,4-re beallitott
0,08 M foszfat pufferben higitott hidrogénperoxidot (H20O,, végsd koncentracié 0,24 mM,
Sigma-Aldrich, Budapest, Magyarorszag) tartalmazott (Schierwagen és mtsai., 1990). A
reakcio 96 lyuku atlatszo plate-ben, szobahdmérsékleten zajlott. Az abszorbanciat microplate
reader-rel (FLUOstar OPTIMA, BMG Labtech, Ortenberg, Németorszag) mértiik 30 perces
peridduson keresztiil, 5 perces idokozonként.

A relativ abszorbancia értékeket az id6 fliggvényében abrazoltuk.

3.6. Plazmaextravazacié mértékének mérése egér hiigyhélyagban

A Kkisérleti allatokat 50 mg/kg intraperitonealisan adott thiopental injekcioval
elaltattuk. A vizsgalati készitmények intravénas adagolasahoz a lateralis farokvénaba kaniilt
helyeztiink. A miivelet eldtt 30 perccel 1 vagy 3 mg sitaglipint vagy vildagliptint adtunk per
0s szondan keresztiil.

A farokvéna kaniilon keresztiil 30 mg/kg Evans Blue festéket, majd 1 perc elteltével 1
mg/kg capsaicint oldatot adagoltunk. A festék beadasat kovetéen 10 perc mulva minden
allatot transzkardialisan perfundaltunk 50 ml 0,9% w/v sooldat bal szivkamraba torténd
injektalasaval. Ezt kovetden a hugyhdlyagot eltavolitottuk €és a sulyat megmértik. Az
eltavolitott szovetet 48 oraig 1ml formamidban inkubaltuk szobahdmérsékleten, majd az
Evans Blue festék abszorbancidjat spektrofotométerrel 620 nm-en mértiik (Pintér és mtsai.,
1999 alapjan), majd meghataroztuk a szdvet festék tartalmat. A mért festétkmennyiséget pg-

ban adtuk meg a nedves szovet egységnyi tomegére (g) vonatkoztatva.
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3.7. Kronikus arthritis modell

A jobb oldali térdiziiletben kronikus arthritis kivaltasahoz a kisérleti egereket a
kovetkez6 modon kezeltiik: 0,1 ml komplett Freund adjuvans (CFA, el6lt Mycobacterium
paraffin olajban szuszpendalva: 1 mg/ml, Sygma-Aldrich, Budapest, Magyarorszag) injekciot
adtunk a jobb oldali talp bére ald, valamint a farok tobe. A szisztémdas hatds fokozasa
érdekében a kezelést kovetd napon megismételtiik az injekcid farok tobe torténd beadasat
(Helyes ¢és mtsai.,, 2004). A kisérleti allatok kimélete érdekében rovid hatdsu altaldnos
érzéstelenitést végeztiink, melyhez 1:2 aranyu oxigén/dinitrogén-oxid (O2/N,O) kodzegben

eloszlatott 1%-os isoflurane-t (Abbott Laboratories, Budapest, Magyarorszag) hasznaltunk.

3.8. Mechanikai ingerre adott fajdalom reakcié mérése

Az egér talp feliiletének mechanikai érzékenységét von Frey filamentum sorozattal (4.
kép) (Bioseb, Chaville, Franciaorszag) mértiik a CFA kezelést megeldézoen, majd a kezdd
kezelést koveto 3., 7., 10., 14., 17. és 21. napon. A szett 20 monofilamentumbdl all, melyek
hozzavet6legesen logaritmikus skalat adnak a kifejtett er6 mértéke (0,008 g-300 @), mig
linearis skalat az érzékelt intenzitds mértékére vonatkozoan. Az egereket olyan allvanyra
rogzitett plexi dobozba tettiilk, melynek alja racsos, igy az allat talpfeliilete hozzaférheto.
Néhany perces akklimatizaciot kovetden a filamentum sorozat tagjait—a puhabb, kisebb
er6hatas kifejtésére képest6l a keményebb felé haladva —sorban a vizsgalt allat talpanak
feliilet¢hez nyomtuk, keresve a nyomasérzékenységi kiiszobot, melyet az allat labrazassal
vagy talpnyalassal jelez. Ha a filamentum a leirt reakciok nélkiil meggorbiilt, ugy sorra

probaltuk a kdvetkez6 keménységii szalakat.

4. kép Von Frey filament sorozat

18



3.9. Homérsékleti ingerre adott fajdalom reakciéo mérése (Increasing hot plate test)

A hémérsékleti ingerre adott fajdalom reakcié mérésére increasing hot plate tesztet
hasznaltunk (Hunskaar és mtsai., 1986). Az egereket egy szobah&mérsékletrél lassan
melegedd, 80 x 110 mm méretii, atlatszo oldalfalakkal (Plexi) hatarolt feliiletre helyeztiik (5.
kép) (Increasing Hot Plate, Supertech, Pécs, Magyarorszag) és kerestiik azt a homérsékleti
fajdalomkiiszobot, melyet az allat labrazassal, talpnyalassal jelzett. A programot lassu (3
°C/perc), folyamatos melegitésre allitottuk, igy minimalizalva az allatok stressznek vald
kitettségét (Laszlo és mtsai., 2011). F4jdalom reakci6 esetén az aktudlis hdmérsékleti értéket
rogzitettiik és a miiveletet termindltuk, reakcid hidnydban 50 °C-ndl a szdvetkarosodast
megeldzendo a kisérletet ledllitottuk (Tjolsen és mtsai., 1991).

Az eredményeket °C-ban adtuk meg.

A

5. kép Increasing Hot Plate

3.10. Sztatikus magneses tér kezelés

Az inhomogén sztatikus magneses tér (SMF) eldallitasara hasznalt eszkéz Laszlo és

mtsai., 2007 fejlesztése (6. kép).
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6. kép: Inhomogén sztatikus magneses tér eloallitasara hasznalt eszkoz.

A késziilék két vastalcabol all, melyek 10x10 mm-es (atméré x magassag) hengeres
neodimium vas bor (NdFeB) N50 magneseket (B,=1,47 T) (ChenYang Technologies GmbH
& Co. KG, Finsing, Germany) tartalmaznak. Az inhomogén SMF oldaliranyt szakaszossaga
10 mm. Az egyes magnesek mindkét talcaban valtakozoé polaritassal helyezkednek el egymas
mellett és az egymassal szembe 1évé magnesek ellentétes polustiak. A talcak tavolsadga 50 és
90 mm koz6tt valtoztathato, a Kisérlet soran egymastol 50 mm tavolsagra keriiltek rogzitésre.
A késziilék kamrijaba egy 140x140x46 mm-es (szélesség, hosszisdg, magassag),
1égzOnyilasokkal ellatott plexi ketrecben helyeztiik be az allatokat. A placebo kezeléshez
azonos meéretll, négy oldalan atlatszatlan anyaggal boritott plexi ketrecet hasznaltunk, hogy a
fényviszonyok azonosak legyenek. A kezeléshez 2-3 egeret egyiitt tettiink a plexiketrecbe,
majd a magneses térbe, szem el6tt tartva az egerek szocialis érzékenységét (Langford és
mtsai., 2006). A kezelést naponta 30 percig végeztiik a kisérleti allat teljes kisérletben toltott
ideje alatt (legalabb 6 hétig). A magneses tér hatasa a teljes testet érte, az allatok mozgasa
ekdzben szabad volt, viselkedésiiket a magneses tér hatdsa nem befolyésolta (Laszlo és mtsai.,
2009). A placebo kezelés soran azonos koriilmények kozott tartottuk az allatokat napi 30

percig magneses térnek valo kitettség nélkiil.

3.11.Diabétesz modell

A diabéteszt egyszeri 100, 150 vagy 200 mg/kg intraperitonealis streptozotocin (STZ,
Tocris Bioscience, Bristol, Anglia) injekcio adasaval valtottuk ki (Chen és mtsai., 2001, Khan
és mtsai., 2002). A STZ-t 0,9% steril fiziologias sdoldatban oldottuk. A 200 mg/kg dozis

mellett a masik két dozist a kevésbé sulyos diabéteszes esetek modellezésére hasznaltuk. A

20



magneses kezelést az STZ kezelés masnapjan inditottuk, ebbe minden STZ-t kapott allatot

bevontunk.

3.12. A vér gliikoz szintjének meghatarozasa

Az STZ-vel (és placebo) kezelt, inhomogén sztatikus magneses tér hatasanak kitett (és
placebo) egerek vérglikoz szintjét hetente mértiikk farok vénabol vett vérbol, Accu-Check
(Roche Hungary, Budadrs, Magyarorszag) vérgliikoz-méro késziilék segitségével.

A mért értékeket mmol/l egységben tlintettiik fel.

3.13. Kisérleti csoportok

Az allatokat véletlenszerlien a kdvetkezd vizsgélati csoportokba osztottuk:

1-4 csoportok: SMF kezelés nélkiil (magnes placebo)

1. csoport: 3 db egér. Ezek az allatok nem kaptak STZ kezelést. (no STZ, no SMF)

2., 3. és 4.csoport: 6 db egér csoportonként. Rendre 100, 150 vagy 200 mg/kg STZ injekcio.
5-8 csoportok: napi 30 perces inhomogén SMF hatas a vizsgalat 0. napjatol az allatok
halalaig.

5. csoport: 3 db egér. Ezek az allatok nem kaptak STZ kezelést, de magneses kezelést igen.
(no STZ, SMF)

6., 7. és 8. csoport: 6 db egér csoportonként. Rendre 100, 150 vagy 200 mg/kg STZ injekcio.

3.14. Statisztika

A gliptin vegyliletek mérési eredményeinek statisztikai elemzéséhez kétutas variancia-
analizist (two way ANOVA) hasznaltunk. A csoportok atlagait Games-Howell post hoc
teszttel hasonlitottuk Ossze. Az alapvonal értékek a kiilonbozé csoportokban minden
mérésben szignifikans mértékii kiilonbséget adtak, ezért alapvonal korrekciot (baseline
correction) alkalmaztunk ¢és az igy kapott eredményeket, mint els6dleges mérési
eredményeket dbrazoltuk.

Statisztikai elemzéseinkhez az SMF hatasanak vizsgalatainal egyutas variancia-
analizist (one way ANOVA) hasznaltunk. A statisztikai kiilonbséget két csoport kozott
Dunnett’s teszttel becsiiltik meg. A kiilonb6z0 adatmennyiséget tartalmazd halmazokat
Bonferroni korreckciot hasznalva hasonlitottuk dssze.

Az értékeket akkor tekintettiik szignifikansan kiilonbozének, ha p<0,05.
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4. Eredmények

4.1. AITC altal kivaltott gyulladasos modell

Mindkét per os alkalmazott gliptin (sitagliptin és vildagliptin) egyarant dozisfiiggd
modon csokkentette a fiil vastagsagat a teljes vizsgalati periodus alatt. Az eredményeket a
pozitiv kontrollhoz (csak AITC kezelés, gliptin kezelés nélkiil) viszonyitottuk, az dsszevetés

mindkét vizsgalati szer esetében szignifikans kiilonbséget adott (1. dbra).

430 177, p<0.05 vs AITC A -@-AITC (n=8)
# p<0.01 vs sitagliptin 1 mg -A-AITC+1 mg sitagliptin (n=8)
410 17 %p<0.05 vs sitagliptin 3 mg -A-AITC+3 mg sitagliptin (n=8)

390 -

+ - AITC+10 mg sitagliptin (n=8)

370 A
350 A

330

Alapvonal-korrigalt fiil vastagsag (nm)

310 g

290 T T T T L] 1
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430 11 x p<0.05 vs AITC -@-AITC (n=8)
# p<0.05 vs vildagliptin 1 mg B —~AITC+1 mg vildagliptin (n=8)
410 <K p<0.05 vs vildagliptin 3 mg -A-AITC+3 mg vildagliptin (n=8)
—A-AITC+10 mg vildagliptin (n=8)
390 +
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310 3
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1. abra. Alapvonal-korrigalt fiil vastagsag mikrométerben (£SEM) iddbeli fejlédése AITC
altal kivaltott gyulladasi modellben sitagliptin (A) és vildagliptin (B) kezelés fiiggvényében.
Games-Howell post hoc teszttel tortent kiertékelés utan: % (p<0.01), # (p<0.005) és ©
(p<0.001) szignifikans kiilonbséget mutatott rendre a pozitiv kontrollhoz, 1 mg és 3 mg
sitagliptinhez; x (p<0.001) és # (p<0.01) rendre a pozitiv kontrollhoz és 1 mg vidagliptinhez

viszonyitva a teljes vizsgalati ido alatt.
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A mustarolaj kezelés hatdsanak maximumat minden esetben az alkalmazast koveto 2.

oraban tapasztaltuk.
4.2. Neutrofil granulocita akkumulacié mérése

A pozitiv kontroll csoportban (csak AITC kezelés, gliptin kezelés nélkiil) a gyulladas
kialakulasat mutatjak a 2. abran lathatd6 magas mieloperoxidaz enzim értékek. Ezek az
eredmények hatarozottan kiillonboztek a negativ kontroll csoport (sem AITC, sem gliptin
kezelés) eredményeitdl, ami alatamasztotta, hogy a modszer alkalmas a novekvd gyulladas

kovetésére és mérésére.
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2. abra. Alapvonal-korrigalt mieloperoxidaz abszorbancia értékek (£SEM) idébeli alakuldsa
AITC altal kivaltott gyulladdsi modellben sitagliptin (A) és vildagliptin (B) kezelés
fliggvényében. Games-Howell post hoc teszttel tortént kiértékelés utin: * (p<0.05) és x
(p<0.01) szignifikans kiilonbséget mutatott rendre a negativ és a pozitiv kontrollhoz; *
(p<0.05), x (p<0.005), # (p<0.01) és @ (p<0.005) rendre a negativ kontrollhoz, a pozitiv

kontrollhoz, 1 mg és 3mg vildagliptinhez viszonyitva a teljes vizsgalati idé6 alatt.
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A sitagliptin kezelés szignifikdns eredményt hozott, minden alkalmazott dozisban
gatolta a gyulladads kialakulasat. A vildagliptin kezelés a sitagliptinhez hasonléan
eredményesnek mutatkozott a gyulladas visszaszoritasaban, habar a 3 mg/kg-os dozis értékei
itt nem adtak szignifikans kiilonbséget, annak ellenére, hogy az 1 mg/kg és a 10 mg/kg

dézisok szignifikansan hatékonynak bizonyultak.

4.3. Plazmaextravazacio mértékének mérése egér hiigyholyagban

A capsaicin-indukalta plazmaextravazaciot mind a sitagliptin, mind a vildagliptin
kezelés (1 mg/kg és 3 mgkg egyarant) szignifikdnsan gatolta a kisérleti allatok
hagyhoélyagjaban (3. abra).

60 —

*p<0.05 vs negativ kontroll
x p<0.005 vs vildagliptin 1 mg

*

—t—

Plazmaextravazécio (ug festék/g nedves szovet)
*
X

50 4

40 4

30

Cor:trol I Vildla 1 ' Vilda 3 I Sitla 1 I Sita 3
Per os adagolt gliptin dozis (mg/kg)
3. abra: Plazmaextravazacio egér hugyholyagban (:SEM) a kiilonbozoé dozisu sitagliptinnel
vagy vildagliptinnel kezelt csoportokban. Games-Howell post hoc teszttel tortént kiértékelés
utan: * és x szignifikans kiilonbséget jeleznek rendre a negativ kontrollhoz és a vildagliptin 1

mg-hoz viszonyitva.
A két gliptin kozotti hatasbeli kiilonbséget a magasabb dozisok alkalmazasa soran

tapasztaltunk. A kontroll csoport eredményeihez viszonyitott legkevésbé szignifikans

kiilonbséget a sitagliptin 1 mg/kg-os dozisa mutatta.
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4.4 Mechanikai ingerre adott fajdalom reakcié mérése

Meérési eredményeink szerint a kezeletlen csoportok mechanikai ingerre adott f4jdalom
reakcio kiiszobértékei a teljes 21 napos vizsgalati id0 alatt szignifikdnsan magasabbak voltak,

mint a CFA-val kezelt csoport (pozitiv kontroll) kiiszobértékei (4. abra).

--CFA+1 mg sitagliptin (n=10) |

x p<0.05 vs pozitiv kontroll (AITC)
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—xCFA+1 mg vildagliptin (n=10)
—A-CFA+3 mg vildagliptin (n=10)
—A- CFA+10 mg vildagliptin (n=10)

x p<0.05 vs positiv kontroll (AITC)
# p<0.05 vs vildagliptin1 mg
H p<0.05 vs vildagliptin3 mg

Alapvonal-korrigdlt mechanikaiingerre adott
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0 3 6 9 12 15 18 21

B
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4. dabra. Alapvonal-korrigalt mechanikai ingerre adott fajdalom reakcio kiiszobértékek
(£SEM) idébeli alakulisa CFA kezeléssel indukalt kronikus arthritis modellben sitagliptin (A)
és vildagliptin (B) kezelés fiiggvényében. Games-Howell post hoc teszttel tortént kiértékelés
utan: * (p<0.001), x (p<0.01) és # (p<0.05) szignifikans kiilonbséget mutatott rendre a
negativ kontrollhoz, a pozitiv kontrollhoz és 1 mg sitagliptinhez; * (p<0.001) a negativ

kontrollhoz viszonyitva a teljes vizsgalati idé alatt.
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A sitagliptinnel és vildagliptinnel kezelt csoportok eredményei minden esetben
szignifikansan alacsonyabbak voltak a negativ kontroll csoport értékeinél. Eredményeink
szerint igy egyik gliptin kezelés sem tudta megakadalyozni az allodynia kialakulasat. A
sitagliptin 3 mg/kg és 10 mg/kg dozisai kifejezetten rontottak a mechanikai ingerre adott
valaszreakciokat, mig a vildagliptin minden alkalmazott dozisban hatastalan maradt ebben a

mérésben.

4.5. Homérsékleti ingerre adott faijdalom reakcio mérése (Increasing hot plate test)

CFA-indukalta kronikus arthritisben

Az els6 kezelési napot kdvetden a teljes 21 napos vizsgélati iddre jellemz6 volt, hogy
a kezeletlen csoport (negativ kontroll) hémérsékleti kiiszobértékei szignifikansan magasabbak

voltak, mint a CFA-val kezelt csoport értékei (5. abra).

46 -|-O-negativ kontroll (n=10) * p<0.05 vs negativ kontroll —
-@-CFA (n=10) o x p<0.05 vs pozitiv kontroll (CFA)
- CFA+1 mg sitagliptin (n=10) # p<0.005 vs sitagliptin 1 mg

45 +|-A-CFA+3 mg sitagliptin (n=10) Bp<0.05 vssitagliptind g

—A- CFA+10 mg sitagliptin (n=10) el

Alapvonal-korrigadlt hémérsékletiingerre
adott valasz kiiszobértéke (°C)

1d6 (perc)
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5. dbra. Alapvonal-korrigalt hémérsékleti ingerre adott fajdalom reakcio kiiszobértékek
(ESEM) idébeli alakulisa CFA kezeléssel indukalt kronikus arthritis modellben sitagliptin (A)
és vildagliptin (B) kezelés fiiggvényében. Games-Howell post hoc teszttel tortént kiértékelés
utan: * (p<0.001), x (p<0.05) és # (p<0.05) szignifikans kiilonbséget mutatott rendre a
negativ kontrollhoz, a pozitiv kontrollhoz és I mg sitagliptinhez; * (p<0.001), x (p<0.05), #
(p<0.05) és @ (p<0.01) rendre a negativ kontrollhoz, a pozitiv kontrollhoz, 1 mg és 3 mg

vildagliptinhez viszonyitva a teljes vizsgalati idé alatt.

Mind a sitagliptin mind a vildagliptin minden alkalmazott dozisa szignifikans
mértékben emelte a homérsékleti kiiszobértékeket a pozitiv kontroll csoport eredményeihez
hasonlitva. Azonban sem a sitagliptin sem a vildagliptin nem tudta teljes mértékben
megakadalyozni a gyulladés kialakulasat, tekintve hogy a gliptinnel kezelt csoportok értékei

minden esetben szignifikdnsan elmaradtak a negativ kontroll csoportban mért eredményektol.

4.6. Sztatikus magneses tér hatasa a testtomeg valtozasara

A diabéteszes egerek a 6. héten elhaltak, igy azok vizsgalati eredményei eddig az
1d6pontig allnak rendelkezésre. A 6. dbra mutatja a kisérleti egerek testtomegének alakulasat:
az 5. vs 1. és a 8. vs 4. csoportokat vetettiik dssze. A megfeleld, STZ szempontjabdl azonos
moddon kezelt, de sztatikus magneses tér kitettségben kiilonbdzd csoportok adatai kozott az

abran feltlintetett szignifikans kiilonbségek mutatkoztak.
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Testtomeg atlag (g)
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6. abra: Testtomeg atlagok (+:SEM) iddbeli alakuldsa egészséges és diabéteszes egerek

eseteben SMF kezeléssel vagy a nélkiil.

A sztatikus magneses tér nem diabéteszes egerek testtomegének valtozasara gyakorolt

hatasat az ellen6rzd ismételt kisérlet nem tdmasztotta ald, ennek mérési eredményeit a 7. dbra

mutatja.

Testtomeg atlag (g9)
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7. abra: Testtomeg atlagok (£:SEM) idébeli alakulasa egészséges egerek esetében SMF

kezeléssel vagy a nélkiil.
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A kiilonb6zé dozisu STZ-vel kezelt egércsoportok testtomegének valtozasat a

sztatikus magneses térnek valo kitettség fliggvényében a 8. dbra mutatja: 100 mg/kg STZ

kezelési csoportokban a sztatikus magneses tér hatdsa nem befolyasolta a kisérleti allatok

testtomegének alakuldsat, a 150 mg/kg dozisu csoportban a magneses tér szignifikdnsan

csokkentette, mig a 200 mg/kg STZ-vel kezelt csoportban kisebb szignifikancia szinttel, de

novelte az atlagos testtomeget.
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8. abra: Testtomeg dtlagok (:SEM) a kiilonbozé dozisu STZ-vel kezelt allatcsoportokban.

Ures oszlop: SMF kezelés nélkiil, kitoltétt oszlop: SMF kezeléssel.

4.7. Sztatikus magneses tér hatasa a vér gliikoz szintjének valtozasara

A 9. dbran lathato a sztatikus magneses tér hatisa a diabéteszes és a nem diabéteszes

egerek vér gliik6z szintjének alakuldsara.
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9. abra: Veér gliikoz szint (£SEM) idébeli alakulasa egészséges és diabéteszes egerek esetében

SMF kezeléssel vagy a nélkiil.

A nem diabéteszes allatok értékeinek alakuldsdban nem volt mérhetd hatdsa a
magneses térnek, de a diabéteszes allatok vér gliikkoz szintjét jelentds mértékben csokkentette
a napi 30 perces sztatikus magneses tér hatasa.

A 10. dbra az azonos STZ kezelésben részesiilt egerek értékeit veti 6ssze a magneses
tér hatasanak fiiggvényében: a 100 mg/kg és a 150 mg/kg STZ kezelés nem alakitott ki
mérhetd diabéteszt, ezek a mért vér glikdéz eredmények az STZ kezelés nélkiili kontroll

csoportok értékeivel korrelalva nem mutattak magneses kitettségtol valo fliggest.
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10. abra: Vér gliikéz szint (£SEM) a kiilonbozé dozisi STZ-vel kezelt allatcsoportokban. Ures

oszlop: SMF kezelés nélkiil, kitoltott oszlop: SMF kezeléssel

4.8. Sztatikus magneses tér hatasanak mérése increasing hot plate teszttel

A hémérsékleti ingerre adott fajdalom reakcid kiiszobhdmérsékleteit “C-ban adtuk

meg, a 11. dbra mutatja a magneses tér hatasat a diabéteszes és a nem diabéteszes allatcsoport

eredményeire. Bar a 200 mg/kg STZ-vel kezelt, sztatikus magneses tér hatasanak Kkitett

csoport értékeil szignifikdnsan alacsonyabbak voltak az STZ-vel azonos modon kezelt, de

magneses térrel nem kezelt csoport értékeinél, a biologiai hatas mégsemegyértelmii, mivel az

allatok korai elpusztuldsa miatt nem tudtunk meggy6z6 mennyiségli adatot gylijteni (az

atlagos homérsékletek 44,22 °C és 43,15 °C). A nem diabéteszes csoport értékeiben nem volt

megfigyelhetd a magneses tér hatasa.
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Hémérsékletiingerre adott fajdalomreakcio
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11. abra: Homérséklei ingerre adott fajdalom reakcio kiiszobértékek (:SEM) idobeli

alakulasa egészséges és diabéteszes egerek esetében SMF kezeléssel vagy a nélkiil.

A 12. abra oszlop diagram formajaban mutatja a kiilonb6z6 dozisu STZ-vel kezelt
csoportok homérsekleti kiiszobértékeit sztatikus magneses tér kezeléssel vagy anélkiil. A 100
mg/kg STZ-vel kezelt csoportok eredményeiben kisebb szignifikancia szint adodott, am az e
mogott allo bioldgiai hatds ebben az esetben is megkérddjelezendd (43,54 °C és 43,26 °C
atlagértékek).
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12. abra: Homérsékleti ingerre adott fajdalom reakcio kiiszobértékei (:SEM) a kiilonbozo
dozisi STZ-vel kezelt dllatcsoportokban. Ures oszlop: SMF kezelés nélkiil, kitoltétt oszlop:
SMF kezeléssel
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5. Megbeszélés

A diabétesz vilagszerte tobb szdzmilli6 ember életét megnehezitd betegség, az
érintettek szama évrdl évre rohamosan emelkedik annak ellenére, hogy a betegség mind
tudomanyos, szakmai korokben, mind a laikusok korében fokozott figyelmet kap
(Nemzetkozi Diabétesz Szovetség, 2013). A betegség és szovodményeinek kezelési koltségei
folyamatosan emelkednek, ami jelents egészség-gazdasagi kihivast jelent napjainkban
(Winkler. 2012). Az Gsszes megbetegedés kb. 90%-a a 2-es altipusba tartozik, melyre
altalaban jellemz6 a szovodmények jelenléte mar a betegség diagnozisakor. A leggyakrabban
eléforduld szovédmény, igy a legkoltségesebb diabéteszes tarsbetegség a diabéteszes
neuropatia, mely becslések szerint kb. a betegek 1/3-at érinti (Peltier és mtsai., 2014). A
diabéteszes neuropatia jellemzé manifesztacioi az érzéskiesés, allodinia és hiperalgézia.
Munkacsoportunk ezeket a jellemzoket a gyulladascsokkentd hatassal kiegészitve vizsgalta
kiilonb6z6 in vivo egér modellek segitségével.

A sitagliptin és a vildagliptin vizsgalatat célz6 kisérleteinkben kapott eredmények
alapjan elmondhatjuk, hogy mindkét vegyiilet képes dozisfiiggd modon csokkenteni a
gyulladast in vivo egér kisérleti modellekben. Az alkalmazott modszerek elég érzékenynek
bizonyultak ahhoz, hogy ezt a gyulladascsokkenté hatast mérni tudjuk veliik. A dipeptidil-
peptidaz-4 enzim inhibitorok 2-es tipusu diabétesz kezelésében elterjedt hasznalatuk mellett
Uj terapids tertiletként, mint gyulladascsokkentd gyodgyszercsoport is intenziv vizsgalat alatt
allnak kilonbozé gyulladasos megbetegedésekben (Balakumar ¢s mtsai, 2013).
Gyulladascsokkentd hatdsukat humén vizsgalatokban is leirtdk (Makdissi és mtsai., 2012).
Sziv koszorGér betegségben ¢s kontrolldlatlan diabétesz mellitusban szenveddknél a
sitagliptin szignifikdnsan javitja az endothel funkciot és a gyulladasos allapotot (Matsubara és
mtsai., 2013), ami jelzi az indik4cios spektrum szélesitésének lehetdségét. A mustarolajjal
kivéltott gyulladdsos modellben mindkét gliptin képes volt a gyulladas dozisfliggd
csokkentésére, de a sitagliptin hatékonyabb molekuldnak bizonyult ebben a mérésben. Ez a
hatas azonban nem magyarazhato sem a GLP-1 p38-MAPK szabalyozo6 szerepével (Kahne és
mtsai., 2000), sem a gliptinek a P-anyag metabolizmusara gyakorolt hatasaval (Guieu és
mtsai.,, 2006). Vizsgalati eredményeink alapjan ugy tlinik, hogy a gliptinek
gyulladdscsokkentd hatasukat direkt modon fejtették ki, tekintettel az akkumulalddott
neutrofil granulocita sejtek szamara (amit mieloperoxidaz enzim aktivitason Kkeresztiil
mértiink) a gyulladt fiilben, ezt az akkumulaciot az elzetes gliptin kezelések gatoltadk. A CFA

kezeléssel kivaltott kronikus arthritis kompenzéalasaban a vildagliptin hatastalannak bizonyult.
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A magas hémérsékleti ingerre adott fajdalom reakcid6 mérésében azonban a két vegyiilet
azonos hatékonysagu volt. Vizsgélati eredményeink alapjan 0sszességében a sitagliptin tlint
erdsebb gyulladdscsokkentd hatdst szernek, annak ellenére, hogy a vildagliptin
hatékonyabban gatolta a capsaicin-indukalta plazmaextravazaciét egér higyhdlyagban. Habar
a két gyogyszernek azonos a hatékonysaga 2-es tipusu diabéteszben, feltehetden nem azonos
moédon fejtik ki hatdsukat az immunvélasz soran. Mindkét vegyiilet igéretes kezelési
lehetdségnek tlinik a kiilonb6z6 gyulladdsos betegségek kezelésében.

Szamos korabbi kisérletben vizsgaltak a SMF hatésat kisérleti allatok testtomegének
alakulaséara. Bar sziiletett néhany tanulmany, melyek ugy talaltak, hogy a SMF csokkentette
az allatok altal elfogyasztott viz és tap mennyiségét, kovetkezményesen csokkent a
testtomegiik (Tsuji és mtsai., 1996 és Hashish és mtsai, 2008), tobbségében a testtomeget
befolyasold hatds nem volt kimutathato (High és mtsai., 2000). Munkank soran a SMF hatasat
kiilonboz6 dozisban alkalmazott STZ altal kivaltott diabéteszes egér modelleken vizsgaltuk
meg. A 150 és 200 mg/kg STZ csoportokban ellentétes hatas mutatkozott, a 100 mg/kg
csoportban nem detektaltunk valtozast. Ezen eredmények alapjan a teljes test SMF hatasa a
testtomegre ellentmondasos, esetlegesen fligghet a diabéteszes allapot sulyossagatol. Az STZ
kezelést nem kapott (pozitiv és negativ kontroll) csoportok esetében a testtdmeg valtozas
kovetése egy ismételt kisérlet soran ellendrzésre keriilt, ez azonban nem mutatott szignifikans
eltérést a két csoport eredményei kozott.

A 2-es tipustu diabéteszre jellemz6 B-sejt diszfunkcid és inzulin rezisztencia mogott
fellelhetd gyulladasos folyamatok vizsgélata soran Ehses és mtsai 2009 megallapitottak, hogy
Goto-Kakizaki patkdnyok pankreasz szigeteiben tapasztalt emelkedett interleukin-1f aktivitas
citokin €s kemokin expressziot promotal, ami a velesziiletett immunrendszer sejteinek
mennyiségét megnoveli. Valoszinlibb az a lehetéség, hogy az IL-1B szoveti gyulladashoz
vezet, ami befolyasolja a [B-sejtek mikodését és az inzulinrezisztenciat, minthogy direkt
modon lenne citotoxikus. A SMF hatasat a vér gliikkdz szintjének valtozasara tobb allatmodellt
alkalmaz6 elrendezésben is vizsgaltak. Chater és mtsai., 2006 példaul vemhes patkanyokat
kezeltek 124 mT erésségli SMF-vel a vemhesség 6-19 napjaig napi 1 ora idétartamig. A
kezelés szignifikans mértékben novelte a hematokrit értéket (6%), a hemoglobin szintet (12%)
¢és a laktat-dehidrogenaz szintet (67%), melyek hipoxia-szerli allapotot jeleznek. Ezen kiviil
emelte a vér gliikoz szintjét és csokkentette az inzulin felszabadulds mértékét, diabétesz-szerti
allapotot eldidézve. Kisérleteinkben a 200 mg/kg STZ kezelés jelentds mértékben, mintegy
négyszeresére emelte a vizsgalt allatok vér gliikoz szintjét. Ezt a Szintet tudta a napi SMF

expoziCio szignifikdns mértékben csokkenteni, kb 25%-kal. Chater és mtsai ¢és
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kutatocsoportunk mérései igy latszolag ellentmondasos eredményre vezettek, melynek
hatterében feltehetden a kiilonb6zo kisérleti koriilmények allnak. Eltéré a magneses tér ereje:
a hivatkozott munkaban 124 mT erésségli magneses teret hasznaltak, mi 1,47 T-t, mely egy
nagysagrendnyi kiilonbséget jelent, valamint a kitettség ideje is, hiszen 0k napi 60 perces
kezelést alkalmaztak, mig mi napi 30 percet. Ezek az eredmények is rairdnyitjak a figyelmet a
korabban hivatkozott Colbert és mtsai altal is hangsulyozott, egységesitendd és rogzitendd
koriilmények fontossagara, melyek segitenék a SMF gyogydszati felhasznalhatésaganak
objektiv, tudomanyos megitélését. Nem elhanyagolhatd kiilonbség tovabba a két vizsgalat
kisérleti elrendezésében tovabba, hogy a Chater és mtsai altal kozolt adatok vemhes egerekre
gyakorolt hatast irnak le, mig mi him egereket hasznaltunk, s mint tudvalevd, a vemhes
allapot -de akar a diabéteszes allapot is- gyakran jelentdsen eltérd, akar ellentétesen lezajlo
bioldgiai folyamatokat produkal a normal fiziologias allapothoz képest. Osszességében tehat
megfigyeléseink szerint a napi 30 perces teljes test SMF kezelés az IL-1PB antagonistakhoz
hasonld hatast képes kivaltani. Ez a hatads hasonld lehet az inzulin bevitelhez, ahogyan
ellensulyozza az STZ kezelés karos hatasait, csokkentheti az oxidativ stresszt, csokkentheti az
IL-1B szintjét, asszisztdlhat az inzulin felszabaduldsban, csillapithatja a velesziiletett
immunitas kialakitasdban részt vevo sejteket, ekképpen csokkentheti a vér gliikdz szintjét.
STZ-vel kezelt egereknél a diabéteszes neuropatia korfejlodésében az elsé szakaszt
allodynia jellemzi, majd 3-4 hét elteltével elotérbe keriil a fokozatosan fejlédé hypaesthesia
(Kamei és mtsai., 2008). Munkacsoportunk mérései is hasonld eredményre vezettek, habar az
SMF hatasanak nem kitett csoportban. A hiper- és hiposzenzitivitas bifazisos fejlodését a
magas homérséklet okozta fajdalom érzékelésében méréseink soran a SMF expozicid kivédte.
Mivel a kezdeti alacsony mérési eredmények néhany hét utan a kontrollokkal azonos szintre
tértek vissza, feltételezhetd, hogy e mogott inkabb a sériilt ideg spontan gyogyulasi folyamata
allt, mintsem a diabéteszes allapot javulasa. A kapott eredmények alapjan a napi 30 perces
SMF kezelés nem befolyasolta szignifikansan a homérsekleti ingerrel kivaltott fajdalom

reakcid kiiszobértékét az STZ-vel kezelt diabéteszes egerekben.
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6. Osszefoglalas

6.1. Osszefoglalas

1. A kutatdbmunka soran két DPP-4 inhibitor vegyiilet, a sitagliptin és a vildagliptin

fajdalomcsillapito és gyulladascsokkenté hatasat vizsgalatuk in vivo modellekben.

2. Vizsgaltuk az inhomogén sztatikus magneses tér fajdalomesillapito és gyulladascsokkentd

hatasat in vivo modellekben.

3. A két gliptin vegyiiletr6l igazoldodott, hogy kiilonb6z6 intenzitassal, de mindkettd
dozisfiiggé modon gatolja a fajdalom kialakulasat és a gyulladas Kifejlodését. Ezen
tulajdonsagokat igazoltuk a CFA kezelést kovetéen increasing hot plate és von Frey
tesztekkel. A mustarolajjal kivaltott fiilgyulladasban az 6déma nagysaganak mérésével és a
mieloperoxidaz aktivitason keresztiil a granulocita akkumulacio mérésével is bizonyitottuk a
vegyiiletek gyulladasgatld képességét, ezekben a mérésekben a sitagliptin mutatkozott

er6sebbnek.

4. Mind a sitagliptin, mind a vildagliptin hatékonyan gétolta a capsaicinnel indukalt
plazmaextravazaciot egér hugyholyagban. Ebben a vizsgalatban a vildagliptin bizonyult

hatékonyabb vegyiiletnek.

5. Az, hogy a két szer mas-mas kisérleti elrendezésben volt hangsulyos azt sugallja, hogy

hatdsmechanizmusuk egymastol eltérd lehet.

6. A DPP-4 inhibitor vegyiiletek igéretes gyogyszernek mutatkoztak a 2-es tipusu diabétesz

kezelésén til 1) indikacios teriileten, a kiilonb6zo gyulladasos betegségek kezelésében.

7. A napi 30 perces SMF expozicidé a vér gliikoz szintjét szignifikans mértékben (p<0.05)
csokkentette manifeszt diabéteszes allapot esetén, mig az egészséges allatok vér glikoz

szintjét nem befolyasolta.

8. A napi 30 perces SMF expozicié nem volt hatassal sem az egészséges, sem a diabéteszes

allatok testtomegének alakulasara.

9. A napi 30 perces SMF expozicio nem befolyasolta meggy6zden a fajdalomérzet alakuldsat

sem egészséges, sem diabéteszes egerekben increasing hot plate teszttel mérve.
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6.2. Summary

1. The purpose of the experimental work was to evaluate two DPP-4 inhibitors, sitagliptin and

vildagliptin in the analgetic and antiinflammatory point of view in vivo.

2. We investigated the effects of the inhomogeneous static magnetic field form the analgetic

and antiinflammatory point of view in vivo.

3. According to our results substances had different impact but both gliptins showed analgetic
and antiinflamamtory effectiveness in a dose dependent manner. These properties had been
verified in CFA-induced arthritis model by increasing hot plate test and von Frey test, and in
mustard-oil-induced ear-inflammation via edema and via neutrophyl accumulation as well.

Sitagliptin was more potent in the mustard-oil-induced ear-inflammation modell.

4. Both gliptins significantly inhibited capsaicin-induced plasmaextravasation in the urinary

bladder in mice. In this measurement vildagliptin showed higher impact.

5. The different influence in various experiments suggests that they do not act in the same

way.

6. Our results lead to the conclusion that both substances represent promising options for the
therapy of inflammatory disorders.

7. The present study provides evidence that 30 min/day, whole body exposure to
inhomogeneous SMF significantly diminishes plasma glucose level as compared to control in
diabetic mice. Blood glucose level of mice not treated with STZ remained on the normal level

with or without SMF exposure.

8. We did not experienced difference in body weight between SMF exposed and not exposed

animals neither in healthy nor in diabetic status.

9. We did not experienced significant difference in peripheral nociception between exposed

and sham animals neither in healthy nor in diabetic status.
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7.2. Az értekezés alapjaul szolgalé kozlemények:
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MTMT azonositd: 10045973

Doktori Iskola: Gyégyszerészeti Tudomanyok Doktori Iskola

A PhD értekezés alapjaul szolgalo kdozlemények
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IF:2.275

2. Ujhelyi, J., Ujhelyi, Z., Szalai, A., Laszlé, F.J., Cayasso, M., Vecsernyés, M., Pérszasz, R.:
Analgesic and anti-inflammatory effectiveness of sitagliptin and vildagliptin in mice.
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8. Targyszavak

Magyar targyszavak: diabéteszes neuropatia, sitagliptin, vildagliptin, streptozotocin (STZ),

egér, mustarolaj, mechanikai és termalis érzékenység, sztatikus magneses tér (SMF)

Angol targyszavak: diabetic neuropathy, sitagliptin, vildaglitpin, streptozotocin (STZ), mice,
mustard oil, mechanical and thermal touch sensitivity, static magnetic field (SMF)
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9. Koszonetnyilvanitas
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kutatdomunkémat a Farmakologiai és Farmakoterapiai Intézetben végezzem.
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segitségét, szakmai hozzéértését és hozzajaruldsat kozos cikkeink megjelenéséhez.

K06szo6nom a kollaboracios munkat a Gyogyszertechnoldgiai Tanszék €s a Klinikai Fizioldgiai

Tanszék munkatarsainak.

Ko6szondm csaladomnak, kiilonosképpen férjemnek a szeretetet, tdmogatast, kitartasukat és

turelmiiket.
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10. Fiiggelék
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