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Bevezetés

Az obezitds prevalencidjanak gyors novekedése, az ehhez tarsuld inzulin rezisztencia,
majd ennek kovetkeztében kialakuld 2-es tipust diabétesz (Type 2 diabetes mellitus, T2DM)
és szOovodményei vilagméretli egészségligyl problémat jelentenek. A XXI. szazad f6
népegészségiigyi problémajava valt diabetes mellitus (DM) vezeté helyet foglal el a nem
fert6z6 un. ,,civilizacios” betegségek soraban (Kolovou és mtsai 2007). Az Egészségligyi
Vilagszervezet (WHO) becslése szerint a cukorbetegek szama 2030-ra 552 milli6 fore fog
emelkedni, (Whiting és mtsai 2011, Zimmet és mtsai 2001) és ez a szam még nem
tartalmazza a nem diagnosztizalt eseteket. Ennek ismeretében nem meglepd, hogy az
elhizéssal Osszefliggd egészségiligyi kiadasok kozott a kovetkezményesen kialakuld diabetes
mellitus kezelésének a koltségei a legmagasabbak. Az Egyesiilt Allamokban ezek a kiadasok
elérik a 32,4 milliard dollart (Wolf és Colditz 1998). A cukorbetegek 90%-at a feln6tt korban
manifesztalodo, 2-es tipust diabétesz mellitusban szenvedd betegek alkotjak. A jelenlegi
prevalencia adatok és a varhatd incidencia-ndvekedés korreldl a manapsag metabolikus
szindroma néven ismert tiinetegyiittes ,,jarvanyszeri” terjedésével, melyben kdzponti szerepet
jatszik az inzulin rezisztencia (Lann és LeRoith 2007) és az elhizas (obezitas). 1997-ben a
WHO az elhizast hivatalosan is vilagjarvannya nyilvanitotta (Caballero 2007). 2008-ban
vilagszerte mar 1,4 milliard feln6tt szamitott talsulyosnak, 500 millié 6 pedig elhizottnak
(www.who.int/mediacentre/factsheets/fs311/en). Ugyanakkor az obezitast az elsé
megel6zhetd haldlozasi okként tartjadk szdmon. Kialakuldsaban a genetikai hattér mellett
szerepet jatszanak a kornyezeti tényezdk, 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 1évé gyogyszerek kedvezdtlen
mellékhatds spektrummal rendelkeztek. Az 0 tipust szereknél ezek a mellékhatasok nem
jelentkeznek, azonban e gyogyszerek tartds szedése soran a betegek elhiznak, a szénhidrat
haztartdsuk felborul, sulyos esetben cukorbeteggé valhatnak, vagy a meglévd
cukorbetegségiik romlik (Coccurello és Moles 2010). 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 novekedéséhez. Ertekezésem egyik 6 témdja

tehat az AAP-ok okozta metabolikus eltérések vizsgalata.



A cukorbetegség és az inzulinrezisztencia 0j kezelési lehetségei pedig azért kertiltek
vizsgédlataim kozéppontjaba, mert mar régoéta nem keriiltek forgalomba erre a célra
kifejlesztett ij originalis és szajon at szedhetd gyogyszerkészitmények. Ugyanakkor pedig a
jelenleg elérhetd farmakoterapias (gyogyszeres) kezelések egyike sem nyhjt minden
szempontbol  kifogédstalan megoldast a cukorbetegség kezelésére. Az  originalis
gyogyszermolekuldk fejlesztése koltséges €és hossza idét vesz igénybe. Célom generikus
molekulak szamitogépes algoritmusok alapjan torténd keresése, valamint in vitro és in vivo
hatéstani jellemzése, kiilonos tekintettel az inzulinérzékenyité mechanizmusra. Ertekezésem

masik f0 tém4ja az inzulin rezisztencia farmakoldgiai befolyasolhatosdganak tanulméanyozasa.



Irodalmi attekintés

A diabétesz két tipusa

A cukorbetegség korunk népbetegsége. Két {0 tipusat kiilonitjik el, az 1-es tipus
(Type 1 diabetes mellitus, TLDM) esetében a hasnyalmirigy (pancreas) inzulintermel6 béta
sejtjei ismeretlen, gyakran autoimmun okbdl elpusztulnak, emiatt az inzulin abszolut hidnya
all fenn, ez vezet a korosan magas vércukorértékhez, mely a cukorbetegség diagnodzisanak
felallitasanak elengedhetetlen kritériuma. A T2DM esetében a helyzet némileg mas. Itt az els6
1épés a periférids szovetek inzulinérzékenységének csokkenése. Ez figyelhetd meg elhizas
kapcsan is. Az inzulin rezisztencia kialakuldsa évekkel megeldzheti a cukorbetegség klinikai
diagnoézisat, ugyanakkor azt is kimutattdk, hogy nem az inzulin rezisztencia stlyossaga
valtozik az évek soran, csak a béta sejtek fokozatos kimeriilése és pusztulasa az, ami végiil a
cukorbetegség kialakulasahoz vezet (Cnop és mtsai 2005). A hasnyalmirigy inzulin termelése
(kezdetben) nem karosodott, s6t, fokozott, de az inzulin rezisztencia kovetkeztében a
periférids inzulin érzékeny szovetek (foként a m4j, harantcsikolt izom és a zsirszovet)
fokozatosan érzéketlenné valnak az inzulinnal szemben (relativ inzulinhiany), amit késébb
mar a fokozott inzulintermelés sem tud kompenzalni. A béta sejtek tulzott igénybevétele,
majd az elégtelen periférids inzulinhatds kovetkeztében fellépd tartosan koros magas
vércukorszint (hiperglikémia) €s az elégtelen lipolizis gatlds kovetkeztében tartdsan magas
vérlipid szint (hiperlipidémia) eredményeként a béta sejtek fokozatosan kimeriilnek és

elpusztulnak (gliikkotoxicitas, lipotoxicitas) és a relativ inzulinhiany abszolutta valik.

Az inzulin és inzulinrezisztencia

Az inzulin két polipeptid lancbdl felépiild hormon (1. abra). Alapvetd fizioldgiai
szerepe a sejtek glikéz felvételének Dbiztositdsa, ami a szovetek szdmara az
energiatermeléshez sziikséges alapanyag-ellatast jelenti, illetve ennek eredményeként
kialakuldé normal vércukorszint (euglikémia) fenntartdsa. Inzulin hidnyaban hiperglikémia,
inzulin talsuly esetén hipoglikémia alakul ki. Az inzulin vércukorszint csokkentd hatasaban
tobbféle tényezd jatszik szerepet. Facilitalja az izom-és zsirszovet cukor felvételét, illetve a
m4j glikogén szintézisét. Gatolja a zsirszovetben a hormon-szenzitiv lipdz enzim aktivitasat.
Ezaltal csokken a zsirlebontas, gatlodik a zsirmobilizacio, fokozodik a zsirsav szintézis és nd

a triglicerid raktarozasa. Gatolja a gliikoneogenezist a maj-és izomsejtekben. Inzulin



hianyaban né a majban a protein-gliikkoz atalakulas. Ugyanakkor elésegiti az aminosavak
sejtbe torténd transzportjat €s ezaltal a proteinképzddést. Fokozza a m4j, valamint az izom- €s
csokkenése vagy hidnya, esetleg a sejtek inzulinérzékenységének csokkenése a diabtetes
mellitus tiineteit hozza 1étre, tehat magas vércukorszintet, cukorvizelést, ketontest képzodést,
ketoacidozist, acetonuriat, felborult zsir- és fehérje- anyagcserét, folyadék- és elektrolit

vesztést, amely komatdzus allapothoz és halalhoz is vezethet.

1. abra Az inzulin molekula szerkezete.
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2. abra. Az inzulin receptor szerkezete (De Meyts és Whittaker 2002)

Az inzulin receptor (2. abra) a sejtmembran feliiletén elhelyezkedd glikoprotein. Két A és két
B alegységbdl all, az alegységeket diszulfid hidak kotik Ossze. Tirozin kinaz aktivitassal
rendelkezik. A receptorok 10%-anak elfoglalasa mar maximalis inzulinhatast eredményez. Az
inzulin kotodésének kovetkeztében a receptor autofoszforilacidja megy végbe, majd a
hormon-receptor komplex aggregalodik és internalizalodik a sejt belsejébe (Carpentier és
mtsai 1985). Az inzulin kot6dés hatasara elsdsorban a zsir- és izomszdovetben nd a gliikoz
bedramlds, GLUT-1 és GLUT-4 transzportereken keresztiil. Az inzulin receptorok szdma és
az inzulin mennyisége kozott szoros Osszefliggés van, egyes feltételezések szerint az
inzulinkoncentraci6  csokkenése a receptorok szdmat noveli (upregulacio), az
inzulinkoncentraci6 novekedése pedig csokkenti (downregulacid). (Okabayashi és mitsai
1989) Tobbek kozott ez utobbi jelenség is szerepet jatszhat az idds, elhizott, T2DM-es
megbetegedések  kialakulasaban, amikor a bdséges taplalékfelvétel miatt inzulin
hiperszekrécid, majd inzulin rezisztencia jon létre, azaz olyan allapot, amikor a normalis

mennyiségli inzulin szubnormalis valaszt valt ki. Az inzulinrezisztencianak nemcsak a 2-es



tipust diabetes patogenezisében, hanem a szovédmények kialakulasaban is jelentds szerepe
van. A szekunder hiperinzulinémia felelds lehet a hiperlipidémia, s6t a hiperglikémia

fenntartasaért, esetleg a hipertoniaért és az endotél sejteket érinté valtozasokért.

Az obezitas

Az elhizés olyan korallapot, amelynek soran a tlzott zsirraktarozas oly mértéki, hogy
az karos lehet az egészségre, a varhatd élettartam csokkenéséhez, és szamos egészségi
problémahoz vezethet (Haslam és James 2005). Az elhizas kronikus és recidivald betegség,
mely tartds kezelést igényel, elsdsorban az allapotot kisérd betegségekkel kapcsolatban. Az
elhizas kovetkeztében szdmos betegség - kiillondsen a sziv- és érrendszeri betegségek, mas
néven kardiovaszkularis betegségek (KVB) (Calle és Thun 2004), a T2DM (Poirier és mtsai
2006), az obstruktiv alvasi apnoe, egyes rakbetegségek (Kahn és mtsai 2006), a csont-iziileti
gyulladas és az asztma- kialakulasanak valoszinlisége megné (Poulain és mtsai 2006).
Elhizottnak tekintjiik azt a személyt, akinek testtomegindexe (roviditve TTI, angolul body
mass index, BMI) 30 kg/m? felett van (www.who.int/mediacentre/factsheets/fs311/en). A
testtomegindex a kilogrammban megallapitott testtomeg és a méterben mért testmagassag
négyzetének hanyadosa. Az elhizas hatterében az anyagcsere folyamatok olyan genetikai,
kozponti idegrendszeri vagy endokrin és kornyezeti hatdsokra létrejovo zavara all, amely az
energiahdztartds egyensulydnak modosulasat okozza. Ez a folyamat a taplalékfelvétel
novekedésében és/vagy az energia leadas csokkenésében nyilvanul meg, majd fokozott
zsirraktarozashoz vezet. Az elhizast leggyakrabban tobb tényezd egyiittesen okozza: a tulzott
energia-fogyasztas, a testmozgas hianya és genetikai hajlam, habar néhany esetben
elsédlegesen gének, endokrin rendellenességek, gydgyszerek vagy pszichiatriai betegségek a

kivalto okok (Bleich és mtsai 2008).

A metabolikus szindroma

A magas vérnyomas (hipertonia), a magas hugysavszint (hiperurikémia) és a magas
vércukor szint (hiperglikémia) gyakori egyiittes el6fordulasat Kylin mar 1923-ban leirta. A
metabolikus szindroma torténetének forduldpontja az 1988-as év volt, amikor Reaven a
korabban is ismert, de egymastol fiiggetlennek tartott kardiovaszkularis kockazati tényezdket

megprobalta oki egységbe tomoriteni. Az altala X-szindromanak nevezett tiinetegyiittes
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(gliikoz-intolerancia,  diszlipidémia,  hipertonia)  hatterében  feltételezése  szerint
inzulinrezisztencia és ennek kovetkeztében 1étrejové hiperinzulinémia all (Nadas és mtsai
2007). Az ezredfordulora az X-szindroma helyett a metabolikus szindroma elnevezés valt
abdominalis obezitast 1989-ben Kaplan tette a tiinet egylittes részévé és a ,,halalos négyes”
elnevezést adta (Kaplan 1989). Az inzulinrezisztencia metabolikus szindromaban betoltott
szerepe mind a mai napig megmaradt. Az inzulinhatas gyengiilésének pontos mechanizmusa
nem ismert, de feltételezhetd, hogy a sejtfelszini inzulin receptorok és/vagy az intracellularis
jelatviteli rendszer mitkddésének zavara all a hattérben. Az inzulinérzékenység csokkenése
tapasztalhato elsGsorban a vazizomzatban, a zsirszOvetben és a majban, melynek
kovetkezménye a gliikkoz-intolerancia, a diszlipidémia és a fokozott szabadzsirsav (free fatty
acid, FFA) kiaramlas. Ugyanakkor azt is igazoltak tobb tanulmanyban, hogy a metabolikus
szindromas betegeknek csak mintegy 50-70%-a inzulinrezisztens, ¢és sok esetben a
kimutathat6 inzulinrezisztencia ellenére sem fedezhetd fel a metabolikus szindroma klinikai

korképe.

Kapcsolat az elhizas, az inzulinrezisztencia és a 2-es tipusu diabetes kozott

Obezitasban gyakoribb az inzulinrezisztencia és végiil a 2-es tipusi diabetes
kialakulasa. Ezekhez gyakran tarsulnak még olyan eltérések is, mint diszlipidémia vagy
hipertonia. E tiinetegyiittes fokozott makrovaszkularis rizikbhoz vezet amit metabolikus
szindromanak neveziink. E rizikofaktorok kiindulopontja a haskorfogattal jellemezhetd
centralis obezitaS. A 2-es tipusu diabetes kialakulasanak esélye a testtomeg index-szel
aranyos, de meég szorosabb az Osszefliggés a haskorfogattal és a viscerdlis zsirszovet
mennyiségével. A megnovekedett mennyiségli zsirszovetbdl a keringésbe jutnak hormonok,
pl. gyulladaskelté un. proinflammatorikus citokinek, szabad zsirsavak, melyek aztan az
inzulinrezisztencia kialakulasat segitik el6. Amennyiben az inzulin rezisztenciahoz a B-sejtek
diszfunkcidja is tarsul, vagyis a szigetsejtek nem képesek olyan mennyiségii inzulint
szekretalni, mellyel a vércukorszintet fiziologids tartomanyban tudnak tartani,
manifesztalodik a T2DM. A B-sejt diszfunkcio kialakulasa alapjaban véve genetikai
tényezOktdl fiigg, de életmodbeli tényezokkel befolyasolhatd, tehat egyfajta kornyezet-gén
interakcid. A zsirszovetben termelédd faktorok egy részét az adipocitak termelik, mas

résziiket viszont a zsirszoveti makrofagok. Ezek szama aranyosan né a BMI-vel, az adipocitak
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méretével €s az inzulin rezisztencia mértékével. A makrofagok aktivalodasa és a megvaltozott
citokin termelés a szervezet valaszreakcidja a kornyezeti karositd tényezokkel szemben, ami
ez esetben nem mas, mint a talzott kaldria- és tapanyagbevitel. Ez a valasz kezdetben a
szervezet integritasanak megorzése céljabol alakul ki, ha azonban ez a reakci6 tulzott mértéki
¢és tartosan fennall, akkor képes mar Onmagat a szervezetet is karositani. A Toll-like
receptoroknak (TLRs) fontos szerepik van a kronikus gyulladasi folyamatok
patomechanizmusaban. Obezitasban megfigyelhetd e receptorok expresszidjanak fokozdodasa
az adipocitak felszinén, melyet a megemelkedett FFA szint valt ki. Ez a receptor NfkB-t
aktival, melyen keresztiil szdmos olyan citokin szabadul f6l melyek csokkentik az
inzulinérzékenységet. A kivaltott immunvalasz részben genetikailag meghatarozott. Akiknél a
tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) fokozott transzkripcidja figyelheté meg, azoknal nem
csak az immunvalasz fokozottabb, de a 2-es tipust diabetes kialakulasanak a valosziniisége is
nagyobb. Azonban az inzulinrezisztencia kialakuldsanak szempontjabol nem mindegy a
zsirszovet elhelyezkedése sem. A viscerdlis elhizds esetén a zsir a szervekre (maj,
hasnyalmirigy, vazizom) rakodik le, igy karosithatja annak mikodését, ezzel hozzajarul a
periférias inzulinrezisztencia kialakulasahoz, illetve a hasnyalmirigy esetében a [-sejtek
energia-bevitel esetén nem a zsirsejtek szama né (hiperplazia), hanem a méretiik (hipertrofia),
¢és ezaltal a funkcidjuk is modosul. Egyrészt a megvaltozott citokin termelés hozzajarul a
centralis elhizaskor megfigyelhetd metabolikus eltérések megjelenéséhez, masrészt pedig a
megnovekedett zsirsejt rezisztenss€é valhat az inzulin antilipolitikus hatisara, melynek
kovetkeztében megnd a FFA kiaramlas a sejtekbdl, mely megndvekedett plazma szintje
Osszefligg az obezitassal és az inzulinrezisztenciaval. A szabad zsirsavak gatoljak a sejtek
inzulin-medialt glikoz felvételét, a glikogén szintézist és a glikolizist, mig fokozzak a maj
glikogén lebontasat, és ezaltal gliikoz keringésbe torténd kibocsajtasat. Aktivaljak a TLR4
receptorokat, melyek a SOCS-3 (suppressor of cytokine signaling-3) protein aktivacion
keresztiil gatolhatjak az inzulin receptor jelatvitelét. Ezen kiviil a felszaporodott intracellularis
metabolitok serin/threonin kinazokon keresztiil serkentik IRS-1 és-2 foszforilacigjat, igy azok
aktivitasa lecsokken. Ha az IRS-2 aktivacio nem elégséges, az B-sejt diszfunkciohoz vezet. A
[B-sejt rezerv kialakulasaban szerepet jatszhat még a ceramid is, melynek képzodését elésegiti
a magas telitett zsirsavszint és TNF-a. Azonkiviil, hogy a ceramid részt vesz az
inzulinrezisztencia kialakulasaban, gatolja a GLUT-4 transzlokaciot, az inzulin génjének

atirasat, és eldsegiti a B-sejtek apoptozisat.
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Obezitasban megvaltozik szamos zsirszoveti hormon illetve citokin aranya. A
zsirszovet mennyiségének novekedésével egyes faktorok mennyisége fokozodik (pl. TNF-a,
leptin, rezisztin, IL-6), mig masoké csokken (pl. adiponektin). A klinikumban e korfolyamat
megallapitdsanak a legjobb markere a C-reaktiv protein (CRP) szintjének mérése, ami nem
mas, mint egy gyulladasi marker a szervezetben. Tobb tanulmany is beszamolt arrdl, hogy a
T2DM joggal tekinthetd gyulladasos betegségnek, hiszen az immunrendszer tobb
komponensében valtozasok figyelhetok meg. A legjelentésebb valtozasok a zsirszovetet, a
majat, a hasnydlmirigy szigetsejtjeit, az érrendszert ¢és a leukocitakat érintik. Megvaltozik a
citokin és kemokin termelés, a fehérvérsejt szam és azok aktivitasi allapota, fokozodnak az
apoptotikus folyamatok ¢és a fibrozis. Mindezek azt sugalljak, hogy a gyulladési folyamatok
részt vesznek a T2DM patogenezisében (Donath és Shoelson 2011). Ezt er6siti még az a
megfigyelés, hogy az inzulinérzékenység javul egyes gyulladascsokkentd gyogyszerek

hatasara (Yuan és mtsai 2001).
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Az inzulinrezisztencia molekularis mechanizmusa
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Az inzulin hatasara 1étrejovo receptor aktivacio elsd 1épése a B alegység autofoszforilacioja.
Az ezt kovetd konformdacio valtozast tovabbi molekuldk tirozin foszforilacidja koveti,
melynek szubsztratjai az inzulin receptor szubsztratok IRS-1,-2,-3,-4, Shc, Gab-1, Cbl illetve
STATS fehérjék (3. abra). Ezek dokkold helyeket tartalmaznak olyan molekuldk szamara,
melyek SH2 csoportot tartalmaznak. Az IRS fehérjék tipusainak eléfordulasa szovetenként
eltér6. IRS-1 a vazizomban talalhatd, mig az IRS-2 a P sejtekben, ahol fontos szerepet
toltenek be a B sejt mikodésében, osztodasi folyamataiban. Inzulinrezisztencia allapotaban
azonban az aktivacidjuk nem tokéletes, igy hozzdjarulnak a B sejtek funkcidzavaranak

kialakulasahoz és a T2DM kifejlédéséhez. IRS-2 ezen kiviil megtalalhaté még a majban is.

A phosphatidylinositol triphosphate-hydroxyl kinase (PI3K) egy heterodimer fehérje, mely
aktivacidjanak gatlasa hozzajarul az inzulinrezisztencia kialakulasahoz. Ez az enzim
phosphatidylinositolt (PI) foszforilal, mely serin/threonin kinazokat és Akt-ot aktival. Ez
utobbi fehérje aktivalddasa szabalyozza a GLUT-4 glukoztranszportert €s a protein kinaz C
(PKC)-t, melyek az inzulin metabolikus hatasanak kozvetitésében jatszanak szerepet. A
GLUT-4 transzporteren keresztiil torténik a gliikoz inzulin-fliiggd felvétele a vazizom és a
zsirszovet sejtjeibe, ahol az atalakuldst és raktarozast szabalyozd enzimek mikddése is az
inzulin hatdsanak kovetkezménye. A jelatvitelt gatldo proteinek koziil a protein tirozin
foszfataz 1B (PTP1B), SOCS-1 és -3 is jelen van a sejtekben, expresszidjukat a TNF-a és mas
gyulladasi citokinek fokozni képesek.

A rezisztin zsirszoveti hormon mennyisége egyenesen aranyos az inzulinrezisztencia
mértékével, de annak patomechanizmusaban betoltott szerepe még nem tisztazott (Meier és
Gressner 2004). Ugyanakkor a TNF-a szerepet jatszik mind az inzulin receptor jelatvitelének
karosodasaban mind az inzulin rezisztencia patomechanizmusaban is (Hotamisligil és mtsai
1995). Eldsegiti IRS-2 szerin foszforilaciojat, mely gatolja PI3K kapcsolodasat az IRS-hez.
Emelked6 szérum szintje korrelal PTP1B és SOCS-3 fehérjék expresszidjanak fokozddasaval
a vazizom és zsirszovet sejtjeiben. A TNF-a inzulinérzékenység csokkentd hatasa SOCS-3
expresszidjanak fokozasan keresztiil azért is jelentds, mert tartds €hezés soran hasonld
mechanizmussal alakul ki inzulin rezisztencia, mely a hipoglikémia kivédésére szolgal az
¢hezési periddusban (Samuel és Shulman 2012). A TNF receptor aktivacio szfingomielidaz
aktivaciohoz is vezet, a keletkezd ceramid tobb ponton befolydsolja az inzulin receptor

jelatvitelét: IRS-1, PI3K és Akt fehérjék aktivitasat csokkenti.
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A rezisztinnel ellentétes a szintén zsirszOveti eredeti adiponektin  és
inzulinrezisztencia kozotti kapcsolat. Az adiponektin plazmaszintje ugyanis forditottan
aranyos az inzulinrezisztencia mértékével, vagyis a magas adiponektin szint javitja az inzulin
receptor jelatvitelét illetve a majban és vazizomzatban MAPK ¢és mTOR aktivacion keresztiil
serkenti IRS-1 foszforilacidjat. A periférias inzulinrezisztencia kialakulasaban fontos szerepe
van a zsirszoveten kiviil még a majnak €és a vazizomzatnak is. A zsirdus étrend hatdséara a
majban n6 az NFkB aktivacioja, ami tovabbi gyulladasi citkinek IL-6, TNF-a expressziojanak

fokozodasahoz vezet.

A zsirszoveti peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR) rendszer
szerepe

A zsirszovet tobbféle sejtbdl épiil fol: legnagyobb szamban az adipocitak, ezen kiviil
fibroblasztok, makrofagok, endotél sejtek és preadipocitak alkotjak. Amennyiben a szervezet
tobb energiat vesz fel, mint amennyit elhasznal, akkor a feleslegbe keriil6 energiatdbblet zsir
formajaban a zsirszovetben elraktarozodik. llyenkor elGszor jelentdsebb a zsirsejtek
méretének, mintsem szamanak novekedése. Az un. hipertrofizalt zsirsejteknek megvaltozik a
szekrécios tevékenysége, tovabba fokozodik a preadipocitak adipocitakka torténd atalakulasa
(adipogenezis), mely folyamat soran valnak képessé inzulin-fliggd glikoz felvételre,
trigliceridek tarolasara és citokinek expresszidjara. Ezen érési folyamatot foként a C/EBP és
PPAR fehérje csalad iranyitja. Eloszor a C/EBP-B, majd -0 termelddése kezdddik meg,
melynek hatasara PPARy expresszalodik. A taplalékunkbol bekeriild zsir kémiai tulajdonsagai
meghatarozzak e fehérjék indukcidjat. A tobbszordsen telitetlen zsirsavak PPARy ligandként
viselkednek, igy képesek elinditani a preadipocitdk  differencidcigjat és az
inzulinérzékenységért felelés gének expresszidjat (Sessler és Ntambi 1998). A gyulladasi
citokinek — IL-1, IL-6, TNF-o — viszont gatolni tudjak ezt a folyamatot, hatasukra
diszfunkcionalis zsirszovet jon létre, amely ektopids zsirlerakodashoz és inzulinrezisztencia

kialakulasdhoz vezet.

A PPAR receptorok a magreceptor fehérjék csaladjaba tartoznak. Szerepiik sokféle,

------

tumorok kialakulasaban. Heterodimerként fordul elé retinoid X receptorhoz (RXR)
kapcsolédva. A sejtmagban gének promoter régidiban talalhatd specialis szekvenciakhoz

PPREs (peroxisome proliferator hormone response elements) kapcsolddik és indukalja a

16



megfeleld génszakaszok atirodasat. A PPARa inkdbb a vazizomban és a barna zsirszovetben
talalhato, mig a PPARy tobbnyire a fehér zsirszovetben expresszalodik, ahol irdnyitja az
adipogenezist, a triglicerid-raktarozast, az inzulin receptor jelatvitelét, a GLUT-4
expresszidjat. Befolyasolja az inzulinrezisztenciat is, mert elésegiti a kisméretli adipocitak
fejlodését és gatolja a nagyméretli rezisztens zsirsejtek kialakulasat, melyek sok FFA-t

bocsajtanak ki, hozzajarulva ezzel a periférias inzulin érzékenység csokkenéséhez.

A taplalkozas szabalyozasat leiré modellek

Liposztatikus modell (1953): a zsirraktarak megnovekedése hatasara a zsirszovet szignalokat
bocsat ki, melyek gatoljak a hipotalamikus szignalok taplalékfelvételt fokozo hatasat. Az
elmélet megmagyardzza a taplalékfelvétel hosszl tava szabalyozasat, de nem ad valaszt a

taplalékfelvétel mennyiségének szabalyozasara (Kennedy 1953).

Jollakottsag faktorok szerepe (1973): A taplalékfelvétel hatasara a gyomor-bél traktusbol
felszabaduldé hormonok gatoljak a taplalékfelvételt. Ez a modell kizardlag a taplalékfelvétel

rovidtava szabalyozasat magyarazza (Gibbs és mtsai 1973).

A periférias étvagyszabalyzas
Zsirszoveti szignalok

Inzulin

Az elhizéas kialakulasanak vizsgélatakor a kozponti idegrendszeri szabalyozést, az
adaptiv termogenezis szerepét €s a zsirszovet endokrin regulald mitkddeését kell figyelembe
venni. A taplalékfelvétel folyamata szigorGian szabélyozott. Afferentacidjaban mind
humoralis, mind neurogén komponensek szerepet jatszanak. A humoralis tényezdk koziil az
inzulin és a leptin a legjelentdsebb. Mindkét hormon csokkenti a taplalékfelvételt,
szekréciojuk szoros kapcsolatban 4ll a szervezet energia homeosztazisaval, a test
zsirraktaraival. Az inzulin jelatvitele a kozponti idegrendszer taplalékfelvételt szabalyzo
teriiletein részben az IRS-1 foszforilacid, részben a tub gén proteinjének tirozin

foszforilacidjan keresztiil meg végbe. Ez utobbi jelatviteli Gt vehet részt az étvagyszabalyozo

fehérjék szabalyozasaban. Ennek bizonyitéka az, hogy mutacidja az un. tubby (tub/tub)
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egerekben elhizashoz ¢s diabeteshez vezet (Maffei és mtsai 1995). Human vizsgalatok is
igazoltak, hogy a tub polimorfizmusok befolyasoljak a testosszetételt és a taplalékfelvételt,
igy feltehetéen embereknél is szerepe van az étvagyszabalyozasban (van Vliet-Ostaptchouk és
mtsai 2008). Az inzulin a hipotalamuszban gatolja a taplalékfelvételt, ugyanakkor pedig képes
aktivalni a mezolimbikus dopaminerg halozatokat. Ez a palyarendszer a felelés pl. a finom
étel kivaltotta jutalmazasi és megerdsitési reakciokért. Laboratoriumi patkdnyokat, ha a
megszokottnal izletesebb taplalékkal etetik, az allatok kb. 50%-kal tobbet eszik, mint a
normal taplalékbol, és elhizik. Ez a jelenség nagyon hasonlit az emberi elhizasra (Schwartz és
mtsai 2000). Ez a folyamat fontos lehet a nyugati tarsadalmakban az obezitas ¢és

inzulinrezisztencia robbanasszerl terjedésében.

Leptin

A leptin is a zsirszovet altal termelt hormon, a vérben keringé szintje a zsirszovet
mennyiségével korrelal. Termel6édését elsGsorban az zsirraktarak helyzete hatarozza meg, de a
nemek kozott is van kiilonbség, n6kben magasabb a szintje, ami magyarazhaté azzal is, hogy
termelddését az Osztrogének serkentik, az androgének gatoljak. Emellett megfigyelhetd
cirkadian ritmus is. A leptin plazmakoncentracidja egyenes aranyban van nemcsak a teljes
zsirmennyiséggel, hanem a zsirsejtek méretével és triglicerid szintjével is (Hamilton és mtsai
1995, Maffei és mtsai 1995). A zsirsejtekben a leptin termelddését a gliikkoznak a hexdzamin
uton végbemend metabolizmusa soran képz6do termékei inditjak el (Wang és mtsai 1998).
Bar a leptinszint csokken éhezés hatasara és megemelkedik étkezés utan, mégsem tekinthetd a

>4

taplalkozassal kapcsolt ,,jollakottsagi faktornak”, inkabb az energiaegyensuly indikéatoranak
(Ahima és Flier 2000). A leptin szekrécié atmenetileg fliggetlenné valhat a testzsir
mennyiségétdl, igy taplalékmegvonas hatasara gyorsabban tud a leptinszint lecsokkenni, mint
a zsir tomege.

Etvagyszabalyozo hatasanak jelatviteli mechanizmusaban az Ob-Rb (receptor) jatszik
vezetd szerepet. Ez a receptor az afferens impulzusokat részben a receptor intracelluléris
részéhez kotddd JAK-dokkold fehérjén keresztiil, részben pedig a sejtek ATP-érzékeny
kaliumcsatorndinak aktivaldsa (nyitdsa) utjan kozvetiti. A leptin intracellularis jelatvitele
soran aktivalodik a citokin jelatvitelt gatlo SOCS-3 protein is, amely a leptinrezisztencia

1étrejottének egyik feltételezett résztvevoje. A leptin kozponti idegrendszeri szabalyzasban

betdltott szerepe az inzulinndl 1ényegesebbnek tlinik a jelenlegi kutatasok alapjan. 1-es tipusu
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diabetes mellitusban a fokozodo étvagy és taplalékfelvétel mellett a testsuly és a plazma
leptin szint alacsony marad, mig kisallat kisérletekben a leptin infuzié megsziintette a
diabeteses hiperfagiat. (Schwartz és mtsai 2000) Elhizasban, illetve az inzulinrezisztencia
szindroma mas formaiban a periférias leptinszint magas (Maffei és mtsai 1995), a
taplalékfelvétel gatlasa mégsem megfeleld. Ez magyarazhato a leptin vér-agy gaton torténd
bejutasanak a csokkenésével, illetve leptinrezisztencia kialakulasaval, melynek mechanizmusa
még nem tisztazott. A legujabb kutatasok szerint a trigliceridek magas szintje
megakadalyozza a leptin athaladasat a vér-agy gaton, ami annyit jelent, hogy a magas
trigliceridszinttel ¢él0k (inzulin rezisztencia) esetében nem érvényesiill a leptinnek az
étvagycsokkenté hatasa, és az érintettek akkor is éhséget éreznek, amikor egyébként
jollakottak.

A leptin- és az inzulinszint aranyos a testzsir mennyiségével, de elvalasztasukat
befolyasolja a taplalék Osszetétele is. A zsir €s fruktdz példaul nem stimuldlja e szignalok
expresszidjat, igy a magas zsir- vagy fruktoéz tartalmi étrend (mely jellemzé a modern
taplalkozasra), nem noveli kelléen a leptin és az inzulinszintet, és ez kdnnyen hiperfagiahoz

és elhizashoz vezethet (Jequier 2002).

Adiponektin

A zsirsejtek altal termelt adiponektin csokkenti az inzulinnal szembeni rezisztenciat és
csokkenti a vércukorszintet anélkiil, hogy az étvagyat befolyasolna. Ezek a periférias hatasok
mar régebb Ota ismertek. Azonban nemrég Kideriilt, hogy az adiponektinnek centralis étvagy
¢és energia-leadast befolyasold szerepe is van. Hatasa a hipotalamuszban a leptinével épp
ellentétes. Az adiponektin az AMPK (AMP aktivalt kinaz) utjan képes fokozni a
taplalékfelvételt és csokkenteni az energia-leadast. Visceralis obezitasban gyakran
megfigyelheté az adiponektin szint csokkenése, ez foként a vér-agy gaton at nem jutd Un.
multimer forma csokkenését jelenti. Az adiponektin koncentracidoja a kozponti
idegrendszerben nem csokken jelentOsen, igy annak orexigén hatasa megmaradhat,
(Kadowaki és mtsai 2008) viszont csokkent periférias mennyisége az inzulinérzékenység

romlasahoz vezet.

19



A gasztrointesztinalis (Gl) étvagyszabalyzé rendszer
Ehség szignal
Ghrelin

A ghrelint 1999-ben fedezték fel (Kojima és mtsai 1999). Legnagyobb mennyiségben
a gyomor nyalkahartyajanak sejtjei termelik, de termelddik még a hasnyalmirigyben, vesében,
ligandja a growth hormone secretagogue receptor-nak (GHS-R). Orexigén hatast kozvetit a
hipotalamusz felé, ezaltal noveli a taplalékfelvételt, de ugyanakkor csokkenti az energia
leaddst. Ez a hormon 0Osszekoti a ndvekedés szabdlyzast az energiaszabalyozassal.
Meghatarozza a taplalék preferenciajat is, eltolja azt a zsirban dusabb ételek iranyaba.
Emellett elésegiti az energia tarolasat is. A ghrelin szintje étkezés elbtt a legmagasabb, majd
étkezést kovetden lecsokken, igy szerepe lehet a taplalkozas megkezdésében illetve
befejezésében egyarant. Az ¢homi vérben keringd mennyisége negativan korrelal a testzsir
mennyiségével és a BMI-vel. Obezitasban az étkezés hatasara bekovetkezd ghrelin szint
csOkkenés kevésbé kifejezett, és ez hozzajarulhat a fokozott energia-felvételhez. Hatasa és
elvalasztasanak cirkadian ritmusa is épp ellentétes a leptinével, de mindkét hormon a NPY-on
Keresztiil fejti ki étvagyszabalyozo hatasat. A ghrelin tehat részt vesz a szénhidrat- és
zsiranyagcsere szabalyozdsdban ¢és valoszinlileg kozvetleniil is befolydsolja az
inzulinszekrécidt, ennek mechanizmusa még nem pontosan tisztazott (Korbonits és mtsai

2004).

Jollakottsagi szignalok

A gyomor- és béltraktusbol mechanikai vagy kémiai inger hatasara szabadulnak f6l, és
szerepet jatszanak az étkezések mennyiségének valamint idGtartamanak meghatarozasaban.
Ezek a hormonok a peptid tyrosine tyrosine (PYY), a cholecystokinin (CCK), a pancreas
polypeptid (PP), az amylin, a glucose-dependent insulinotropic polypeptide (GIP), a
glucagon-like peptide 1 (GLP-1) és az oxyntomodulin. Elvalasztasuk kiilonb6z6 tapanyagok
hatasara torténik, szekrécidjuk étkezeés utdn nd, €hezéskor lecsokken. A gyomor- és bélfal
fesziilésének ingere a nervus vagus afferens rostjain keresztiil érkezik a nyultvel6be, ahol
egyébként ezeknek a hormonoknak a receptorai is megtalalhatoak. A nucleus tractus solitarii

(NTS) neuronjait az inzulin és leptin hormonok is stimulaljak, fokozva ezzel a jollakottsag
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érzetét. A PYY anorexigén hormon, hatasa hasonl6 a hasnyalmirigyben termel6dé PP-hez. Az
amylin az inzulinnal egyiitt szekretalodik, dnmagéban ¢hségcsokkentd hatasa van. Hasonldan
étvagy szupresszald hatasat fedezték fel az oxyntomodulinnak, jelenleg is vizsgalatok folynak
a teststly csokkentd kezelésekben torténd alkalmazhatosagarol. A CCK hormon a
vékonybélben termelddik. Szabdlyozza az epehdlyag mikodését, de a taplalkozas
szabalyzasban betoltott szerepét csak késobb fedezték fol. Etkezés utan szintje megemelkedik
¢és a n. vaguson keresztiil csokkenti a tovabbi taplalékfelvételt. Az inzulinotrop inkretinek két
fontos képviseldje a GIP és a GLP-1. Ez utobbi centralis étvagycsokkentd hatassal is biro

crer

4 inhibitorok) szerepet kaptak a 2-es tipusu diabetes kezelésében.

Az endogén inzulinérzékenyité mechanizmus

Az endogén inzulinérzékenyité mechanizmus (meal-induced insulin sensitizing
mechanism), tovabbiakban MIS egy kanadai munkacsoport (Lautt és mtsai) munkajanak
eredményeként keriilt felfedezésre. Az 1990-es évek kozepén irtak le, melynek 1ényege, hogy
az étkezést kovetden a szervezet inzulinérzékenysége atmenetileg fokozodik, majd két étkezés
kozott fokozatosan tjra lecsokken. Ugy talaltak, hogy a n. vagus plexus hepaticus anteriorban
(PHA) futé paraszimpatikus idegeinek aktivalodasa a posztprandidlisan emelkedett
inzulinszint kovetkeztében a majbdl egy endogén inzulinérzékenyitd anyag, ugynevezett
,Hepatic Insulin Sensitizing Substance” vagy roviden HISS felszabadulasahoz vezet. Lautt és
mtsai felfedezése szerint az inzulinszint posztprandidlis emelkedése aktivalja a majhoz futé n.
vagus PHA agat, mely aktivacio eredményeként a majbol felszabadul egy, ez idaig kémiailag
nem azonositott vegyiilet, a HISS, mely hatdsara a periférias szovetek inzulin iranti
érzékenysége fokozodik. Ugy talaltak, hogy a reflex acetilkolin altal medialt, és szerepet
jatszik a majbol felszabaduld nitrogén monoxid (NO) is a folyamatban (Sadri és mtsai 1997).
Az endogén inzulinérzékenyitd mechanizmus farmakoldgiai (muszkarin receptor gatlas
atropinnal, az NO szintdz ezim gatlasa /NOS/ L-NAME-val), vagy sebészi atmetszés utjan
torténd felfiiggesztése egyarant inzulinrezisztencidhoz vezet (Sadri és Lautt 1998, Xie és
Lautt 1994, 1995, 1996). Mivel a denervacid okozta inzulinrezisztncia visszaallithatd
intravéndsan adott acetilkolinnal, vagy az NO donor SIN-1 adéasaval, igy azt a kovetkeztetést
vonték le, hogy a reflex muszkarin receptoron keresztiil medialt. Osszehasonlitva az éheztetett

allapotban kapott inzulinérzékenység meghatarozas eredményeit a posztprandialis allapotban
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kapottakkal, megallapitottdk, hogy ez a mechanizmus felel6s az étkezés utani allapotban az
inzulin vércukor eltavolité hatasanak mintegy 55%-aért. Elsédleges szerepe van az étkezés

utani, izomban tortén6 gliikoz tarolasaban, glikogén formaban.

Intézetiink munkacsoportja ezen endogén inzulinérzékenyitd mechanizmus vizsgélata
soran megerdsitette a majbol felszabaduldo NO szerepét a folyamatban (Porszasz és mtsai
2002, Porszasz ¢s mtsai 2003). Kimutattak tovabba, hogy a folyamatban 1évé NO idegi
eredetii, hiszen nem csak a nem szelektiv NOS gatlo6 L-NAME-val, hanem az idegi eredetli
NOS gatlé 7-nitronidazollal (7-NI) is blokkolhaté az inzulinérzékenység posztprandialis
fokozodasa. Porszasz és munkatarsai igazoltak azt is, hogy a majhoz futdé PHA-ban 1évé
kapszaicin-érzékeny szenzoros idegrostok azok, amelyek a MIS-mechanizmusban kozponti
szerepet jatszanak, hiszen a PHA lokalis kapszaicin kezelése ugynevezett neurogén
inzulinrezisztenciat hoz létre a kisérleti allatokban (Porszasz és mtsai 2002). Tovabbi
vizsgélataink feltartdk, hogy a posztprandidlis inzulinérzékenység fokozddasban nem az
atmeneti hiperinzulinémianak (Peitl és mtsai 2009), sokkal inkabb a taplalkozas hatasara
felszabadulé gasztrointesztinalis hormonoknak, azokon beliill is legalabb részben a
kolecisztokinin (CCK)-nek van szerepe a posztprandialis endogén inzulinérzékenyitd

mechanizmusban (Peitl és Szilvassy 2007).

A MIS klinikai jelentdségét kiemelik azok a megfigyelések, hogy a MIS mechanizmus
tartds karosodasa nytlban olyan allapotot eredményez, mely hasonlit a human 2-es tipust
diabéteszhez (Herczeg és mtsai 2007) illetve ennek gyogyszeres aktivaciojaval fokozhatod ez
az inzulin érzékenyité mechanizmus kisérleti diabéteszben (Lautt és mtsai 2011, Peitl és mtsai
2006). Ezek a megallapitasok azt sugalljak, hogy a MIS egy potencialis farmakoldgiai
célpontként  szolgalhat, melynek befolyasolasaval az inzulinrezisztens betegek

inzulinérzékenységét lehetne fokozni.

Gyogyszerek altal kivaltott inzulin rezisztencia és diabétesz
Az atipusos antipszichotikum kezelés

Az atipusos antipszichotikumok (AAP) kiilonb6z6 pszichotikus allapotok, foleg
skizofrénia kezelésére alkalmas gyogyszerek. A ,,masodik generacios szerek”-nek is nevezett
gyogyszercsoport fontosabb képviseldi az olanzapin és clozapin, amelyeket azért fejlesztettek

ki, mert a korabban forgalomban 1évé antipszichotikus gyogyszerek (elsé generacids szerek
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vagy ,tipusos” antipszichotikumok) olyan kedvezdtlen mellékhatds spektrummal
rendelkeztek (extrapiramidalis mozgaskoordinacios zavar), mely jelentésen rontotta a beteg
compliance-ét, igy a terapia eredményét. llyen ,tipusos” szer a haloperidol, mely egy nagy
potenciala neuroleptikum, centralis dopamin receptor antagonista. lgen hatasos az
érzékcsalodasok  (hallucinaciok) kezelésében. Foként mezokortikalis, mezolimbikus
teriileteken fejti ki hatasat, de minden olyan teriileten hat, ahol dopamin receptorok fordulnak
el6 (4. abra). A dopamin 2-es receptor (D2) gatld tulajdonsaguk megmagyarazza nem csak az
antipszichotikus hatékonysagukat, hanem a bazalis ganglionokban kifejtett gatlasuk révén az

extrapiramidalis mellékhatasaikat (dystonia, akathisia, parkinsonizmus) is.

Tubero-hypophyseal Nigrostriatal
pathway pathway

Mesocortical
pathway

DOPAMINE Mesolimbic

pathway

© Elsevier. Rang et al: Pharmacoloay 6e - www.studentconsult.com

4. abra. A dopaminerg palyak a kozponti idegrendszerben. Forras: Rang & Dale Pharmacology.

A clozapine mar a masodik generacids szerek kozé sorolhatd. 1971-ben vezették be,
de agranulocitozis kialakulasanak veszélye miatt, mar csak terapiarezisztens €s a tobbnyire a
skizofrénia negativ tiineteit mutatd betegeknél alkalmazzak. Pedig a skizofrénia kezelésében
egyediilalloan hatékony szernek bizonyul, mert nem csak annak pozitiv, hanem a negativ
tiineteit is képes kedvez0 irdnyba befolyasolni. Megprobaltak hasonlo vegytileteket keresni, és
az intenziv kutatasok eredményeképpen az 1990-es években tobb 0j a skizofrénia kezelésére
alkalmas gyogyszer is piacra keriilt, mint amilyen az olanzapin, risperidon vagy épp a
quetiapin. E farmakonok nemcsak hatékonyak, de nem rendelkeztek a tipusos
antipszichotikumokra jellemz6 extrapiarmidalis mellékhatasokkal. Ugyanakkor egyre tobb
tanulmany szamolt be a kezelések sordn tapasztalt testsulygyarapodasrol, T2DM

kialakulasarol, foként az olanzapin és clozapin esetében (Allison és mtsai 1999), ezzel
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megnovelve a skizofrén betegek amugy is magasabb kardiovaszkularis rizikojat és diabetes
incidenciajat. Az AAP kezelés els6 évében a paciensek 70%-nal jelentés (>7%)
testsulygyarapodas figyelhetd meg. Az AAP okozta elhizas patogenezisének pontos hattere
nem ismert, ugyanakkor szamos transzmitter szerepét bizonyitottak mar, igy igen valdszinii az
adrenerg (op-receptor), szerotoninerg (5-HTg,, 5-HTy, 5-HTg receptor), muszkarinerg (M;-
receptror), hisztaminerg (H;-receptor), valamint a dopaminerg (D,-receptor) rendszer szerepe.
A kiilonb6z6 antipszichotikumok receptor affinitdsat ¢és a testtdmegre gyakorolt

mellékhatasanak kapcsolatat az 1. tablazat foglalja ossze.

Ugyanakkor egyre valosziniibbnek tiinik, hogy az AAP-0k obezitogén hatasukat a
szervezet ¢hség-jollakottsag finoman szabalyozott rendszerén keresztiil fejtik ki. Az eddigi
kutatisok ravilagitanak arra is, hogy nem befolyasoljdk sem az adipogenezist, sem a zsirsejtek

crer

leptin szekréciojat (Melkersson és mtsai 2004). Ugyanakkor kérdéses még az inzulin
inzulinrezisztencia és diabétesz kizardlag az elhizas kovetkezménye-e, vagy attol fliggetlentil
is kialakulhat? Egyre tobb jel utal arra, hogy az AAP-ok az inzulin rezisztenciat és a 2-€s
tipusu diabéteszt elhizas nélkil is el6idézik (Newcomer és mtsai 2002), hiszen mind
allatkisérletek, mind a klinikai gyakorlat azt mutatja, hogy a clozapin és az olanzapin is képes
akutan, elhizas nélkiil csokkenteni az inzulinérzékenységet (Albaugh és mtsai 2011,
Houseknecht és mtsai 2006).

Mivel az AAP-ok diabetogén tulajdonsaga részben kothetd a muszkarin (M) receptor
blokkold sajatsagukhoz (Matsui-Sakata és mtsai 2005) és a darifenacin, ami egy M3 receptor
altipus antagonista, gatolja a gliikkdz stimulalt inzulin kiaramlast a hasnyalmirigy  sejtjeibdl,
ezaltal azonnali kérosodast okoz a gliikdz tolerancidban, ezért feltételezhetd, hogy az
olanzapin beadasa akutan géatolhatja a MIS aktivacigjat, mint ahogy az atropin beadasnal is
megfigyelhetd volt. Az AAP-ok okozta elhizas kialakulasanak hatterében az
étvagyszabalyozasban torténé valtozasok is valosziniisithetéek, melyek a vagus ideg
megvaltozott miikodésével hozhatoak kapcsolatba. A vagus idegnek kozponti integrald
szerepe van az ¢hség-jollakottsdg szabalyzasdban. Az olanzapin kérositja a jollakottsadg érzést
kivalté folyamatot mind kisérleti allatokban, mind emberben, ami megvaltozott étkezési
szokasokhoz vezet. Az étvagyat €s jollakottsdgot centralis és periférias szignalok komplex
kolcsonhatasa szabdlyozza, melyeket a hipotalamusz integral és végiil a taplalkozas

elkezdését vagy befejezését valtja ki. Ezen szignalok koziil az inzulin és a leptin képes atjutni
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a vér-agy gaton, viszont a ghrelin nem, igy ez utobbi hormon a nucleus arcuatusra fejti Ki
hatasat a vagus afferens aktivacidjan keresztiil. Az olanzapir6l és a clozapinr6l koztudott,
hogy csokkentik a vagus aktivitasat és novelik a ghrelin szintet, az ezért a hatasért felelos

mechanizmus azonban mindez ideig ismeretlen.

> Teststily- Ki (nM)
Gyogyszer £ valtozas*

Ny . . . . .

e} (kg/10 het) H5T2c Hiz;\ D, Hy M3 [N (29N 1) O2c HilA Hi—m 5-HT;
Aripiprazole A 0,71 22,4 8,7 0,66 29,7 4677 26 74 102 37 5,57 783,2 9,6
Chlorpromazine T 2,1 25 8 4 6 47 0,28 184 27 46 116,4 20,1 35,8
Clozapine A 4 17 54 256 1,2 25 1,64 142 26 34 104,8 17 17,9
Fluphenazine T 0,43 1386 30 0,54 21 1441 6,5 314,1 81,6 28,8 145,7 38 8
Haloperidol T 0,48 10000 53 4 1800 10000 12 1130 480 550 1202 3666 377,2
Loxapine A 0,75 9,5 7,7 12 7 122 31 150,8 107,6 79,9 2456 32,9 87,2
Molindone T 1,06 10000 320 63 2130 10000 2612 1097 557,8 172,6 3797 1008 3053
Olanzapine A 3,51 6,8 2 34 2 105 115 314,1 81,6 28,8 2063 6,28 105,4
Perphenazine T 2,79 132 5,6 1,4 8 1848 10 810,5 104,9 85,2 421 17 23
Pimozide T 3,53 3350 19 0,65 692 1955 197,7 1593 821,1 376,5 650 71 0,5
Quetiapine A 2,61 2502 101 245 11 10000 22 3630 746,6 28,7 431,6 1865 307,2
Risperidone A 1,67 35 0,17 6,5 15 10000 5 150,8 107,6 1,3 4275 1188 6,6
Sertidole A 2,94 0,9 0,58 91 130 2692 1,8 640 450 450 280 5,4 28
Thioridazine T 2,81 60 10 11 19 43 5 134,3 341,3 74,8 180,7 57,1 99
Thiothixene T 2,81 1400 50 0,63 4 10000 11 79,9 50,2 51,9 410,4 208,4 15,5
Trifluoperazine T 0,34 378 13 1,3 63 1001 24 653,7 163,6 391,5 950 118 290,8
Ziprasidone A 0,28 13 0,3 9,7 43 10000 18 160 48 59 76 60,9 6,62

1. tablazat. Tipusos és atipusos antipszichotikumok receptor affinitisanak és testtomegre gyakorolt mellékhatasanak
kapcsolata. A: atipusos antipszichotikum; T: tipusos antipszichotikum Forras:(Kroeze és mtsai 2003).

A diabétesz gyogyszeres kezelése és annak korlatai

A cukorbetegek mintegy 10%-a tartozik a TIDM, mig 90%-a a T2DM csoportba. A
prognosztizalt emelkedés elsdsorban a T2DM-et érinti és mind a fejlett, mind a fejlédo
orszagok érintettek (Zimmet és mtsai 2001). Ugyanakkor a jelenleg elérheté farmakoterapias
kezelések egyike sem nyujt minden szempontbol kifogastalan megoldast a cukorbetegség
kezelésére. Altalanossagban megallapithatd, hogy a cukorbetegség kezelésére hasznalt
gyogyszerek (2. tablazat) mindegyike csak tiineti kezelést jelent, némelyik alkalmas a
betegség progresszidjanak lassitasara, de a betegség visszaforditasara, oki terapiat biztositd
gyogyszer mindez idaig nem keriilt piaci bevezetésre. Mindemellett mindegyik jelenleg
alkalmazott gyodgyszercsoport rendelkezik valamilyen olyan mellékhatassal, mely korlatozza

az alkalmazhatdsagukat bizonyos betegpopulacidkban.
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Inzulin | ,Sensitizer”-ek | Biguanidinok Metformin#, Buformin}, Phenforminj

TZD-s/”glitazonok” Pioglitazone, Rivoglitazonef, Rosiglitazonef, Troglitazone}

Kettés PPAR agonistak Aleglitazart, Muraglitazar§, Saroglitazar, Tesaglitazar§
Szekretagogok ATP-fliggé K*-csatorna Szulfonil-urea | L generacio Acetohexamide, Carbutamide,

gatlok szarmazékok Chlorpropamide, Metahexamide

Tolbutamide, Tolazamide

II. generacid Glibenclamide, Glibornuride,
Glipizide, Gliquidone, Glisoxepide
Glyclopyramide, Glimepiride,

Gliclazide
Meglitinidek/”glinidek” [ Nateglinide, Repaglinide, Mitiglinide
GLP-1 agonistak Exenatide, Liraglutide, Taspoglutidet, Albiglutidet, Lixisenatide
DPP-4 gatlok Alogliptin, Anagliptin, Gemigliptin, Linagliptin, Saxagliptin, Sitagliptin,

Teneligliptin, Vildagliptin

GPR40 FFA receptorl Fasiglifam}

Analogok/egyéb | hosszh hatast (Insulin lisprolnsulin aspartInsulin glulisine), gyors hatast (Regular insulin), hosszl
inzulinok hatést (Insulin glarginelnsulin detemirNPH insulin)

ultra gyors hatast (Insulin degludect), inhalable Exubera}

Egyéb | Alfa-gliikozidaz | Acarbose, Miglitol, Voglibose

gatlok

Amylin Pramlintide

analégok

SGLT?2 gatlok Canagliflozin, Dapagliflozin, Empagliflozin{, Remogliflozin§, Sergliflozin§, Tofogliflozin{
Egyéb Bromocriptine, Benfluorexj, Tolrestat]

2. tablazat. A diabétesz terapiajaban alkalmazhat6 gyégyszerek csoportositasa (1Gyogyszerpiacrdl visszavont,
Klinikai vizsgalat: tfazis 11, §Nem jutott el fazis 111-ig).

Inzulinkészitmények

Az inzulinkészitmények eredetiik szerint lehetnek marha vagy sertés hasnyalmirigybdl
kivont, szemiszintetikusan eldallitott (dealanilalas) illetve rekombindns DNS technikaval E.
coli baktériumokkal vagy élesztogombakkal termeltetett inzulinok. Az inzulin oldodasatol és
szuszpendalasatol fiiggden kiilonbozO hataskezdetli, hatasmaximumt ¢és hatdstartami
preparatumok allithatok eld. A készitmények ennek alapjan ultragyors, gyors, kdzepes €s
hosszl hatasu csoportra oszthatok (2. tablazat). Az inzulin dézisa nemcsak a beteg endogén
inzulintermelésétdl, hanem a beteg ¢életmoddjatol, szénhidratfogyasztasatol stb. fiigg és
egyénileg allitando be. Leggyakoribb és legfontosabb mellékhatasa a hipoglikémia, amely
1étrejohet tiladagolas, étkezési hiba, alkoholfogyasztas, esetleg erds fizikai megterhelés miatt.
Kialakulhat allergia a szennyezd anyagokkal, cinkkel és magaval az inzulinnal szemben is.
Ilyenkor helyi bérreakcio, ritkabban generalizalt allergias reakcio jelentkezik. A rezisztencia
kialakulasa is megneheziti az inzulin pontos adagolasanak beallitasat. Ez esetben
megkisérelhetd a deszenzitizalas, esetleg gliitkokortikoid kezelés (de ez alatt tovabb néhet az
inzulinigény). Az inzulinos cukorbetegek gyakran tapasztalnak testsuly-gyarapodast, mert az
inzulin anabolikus hatasa érvényesiil, ezért a fokozott lipogenezis miatt a zsirszovet

hipertr6fidja fordulhat elé (bar az inzulin beadds helyén épp ennek az ellenkezdje,
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lipodisztrofia alakulhat ki, ami miatt a beadas helyét minden nap valtoztatni kell). Ez tovabbi

terheket ro a beteg karosodott anyagcseréjére, eldidézve allapotuk fokozatos, lassu romlasat.

Antidiabetikumok

Oralisan illetve parenteralisan alkalmazhat6 szintetikus készitményekkel (2. tdblazat) a
T2DM-es betegek jelentOs részének cukorhédztartdsa egyenstlyban tarthatd. A terapidban
jelenleg felhasznalt és fejlesztés alatt all6 antidiabetikumok a hatasjelleg alapjan harom
csoportra oszthatok. Megkiilonbdztetjiik az inzulin felszabadulést fokoz6, Un. szekretagdgokat
(szulfanil-urea szarmazékok, GLP-1 agonistak, GPR40 receptor agonistak, meglitinid
szarmazékok); az  inzulinérzékenyité ,sensitizer’-eket (biguanidin = szarmazékok,
thiazolidéndionok, dual PPARY agonistak) és egyéb, nem kozvetlen az inzulin miikddését

befolyasold gyogyszereket (alfa-gliikozidaz gatlok, amylin analdgok, SGLT2 gatlok).

Szulfonil-urea szarmazékok

1942-ben Janbon ¢és mtsai fedezték fel a szulfonamid antibiotikumok vércukorszint-
csokkenté hatasat, majd a szulfonil-urea szarmazékok, mint oralisan alkalmazhato szerek,
tolazamid, chlorpropamid, acetohexamid, masodik generaciés a glibenclamid, glipizid,
glimepirid, gliquidon. Hatasuk a hasnyalmirigy inzulin-termel6 képességéhez kotott, hiszen a
keringdé inzulin mennyiségét azaltal novelik, hogy a hasnyalmirigy B-sejtjeinek az ATP-
szenzitiv K* csatorndit gatoljak és igy fokozzak az inzulin felszabaduldsit. Azonban nem
megfeleld diéta mellett konnyen hipoglikémiat idéznek eld. Emellett szdmos
extrapankreatikus mellékhatast is okozhatnak. Példaul gatoljak az iszkémias prekondicionalas
anti-iszkémias hatasat, ami egyébirant a leghatékonyabb kardioprotektiv mechanizmus, amit
eddig ismeriink (Gross és Auchampach 1992, Murry és mtsai 1986). Tekintve, hogy az
iszkémids szivbetegség a cukorbetegség f6 komplikacidja, az endogén kardioprotekcid
szulfonil-urea kivaltotta megsziinése a prekondicionalas felfliggesztése kovetkeztében
kérdésessé teszi a Katp Csatorna-blokkolok terapias hasznalhatosagat. Emellett egy masik
fontos kardioprotektiv mechanizmust is karositanak a Katp csatorna-blokkolé szulfonil-ureak.
Daut és munkatarsai kimutattdk, hogy a sziv koszorus ereinek hipoxids dilatacidja a
vaszkularis Katp csatornakhoz kotédik (Daut és mtsai 1990). De nemcsak kardiovaszkularis

zavarokhoz vezethet a szulfonil-urea terapia, hanem a cukorbetegségre amugy is jellemz6
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gasztrointesztinalis motilitasi zavarok felerdsodését is okozhatja, ugyanis az Oddi spinchter

crer

GLP-1 agonistak és DPP-4 gatlok

Az inkretinek, mint antidiabetikumok uj, innovativ kezelési lehetdséget jelentenek a
T2DM terapiajaban. Ezen csoporton beliil két alcsoport kiilonithetd el: inkretin mimetikumok
¢s inkretin-hatas érzékenyitok (DPP-4 gatlok vagy gliptinek). A GLP-1 a bélrendszer disztalis
részében termel6dik, a nyalkahartya specifikus L-sejtjeiben. Elvalasztasanak ingerét a
taplalékbevitel, dontdéen annak szénhidrattartalma jelenti, aminek kovetkeztében az éhgyomri
allapotban megfigyelheté plazma szint kozel haromszorosara emelkedik. A GLP-1 gliikkoz
dependens moédon fejti ki hatasat, azaz a plazma glikoz emelkedésével Osszefiiggésben
fokozodik hatasa, siillyedésekor pedig csokken. Ebbdl a tulajdonsagabol adoédik, hogy
terapias alkalmazasakor cukorbetegekben nem kell szdmitani hipoglikémia kialakuldséra. A
GLP-1 az inzulinszekrécio serkentésén tilmenden stimuldlja az inzulin-bioszintézis minden
1épését, fokozza az inzulin génjének expresszidjat, gatolja a glukagon szekréciot, lassitja a
gyomoriiriilést és csokkenti az étvagyat. A kettés hormonalis tdmadaspont (inzulinszekrécid
fokozasa, glukagonszekrécio gatlasa) pedig tovabbi elényt jelent az eddigi hatastani

csoportokkal szemben (Garber 2011).

GPR40 FFA receptor agonistak

crcr

fazisban, de ennek folyamata még nem tisztazott. A G-fehérjéhez kotott GPR40 receptor nagy
mennyiségben expresszalodik a hasnyalmirigyben, az FFA-k receptoraként funkcional. A
hosszalancu zsirsavak erdsitik a gliikoz stimulalt inzulin szekréciét a hasnyalmirigy [
sejtjeibdl a GPR40 receptor aktivacidjan keresztiil. A szintetikus kis molekulaja GPR40
agonistak fokozzak a glilkoz dependens inzulin szekréciot in vitro és in vivo, hasonld
mechanizmussal, mint a zsirsavak. A GPR40 agonistdk hatdsosan novelik az inzulin
szekréciot €és csokkentik a vércukor szintet T2DM-es ragcsalo allatmodellben. Jelenleg fazis 1.
¢és fazis II. human vizsgélatok folynak, melyekben a GPR40 agonista TAK-875 csokkenti az
¢hgyomri és posztprandidlis vércukor szintet és a HbAlc értékét. Hatdsa megegyezik a
szulfonil-ureakhoz tartozé glimepiriddel, anélkiil hogy hipoglikémiat valtana ki (Burant
2013).
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Meglitinid szarmazékok

A csoportbdl elsdként torzskonyvezett készitmény a repaglinid, Gjabb vegyiilet a
nateglinid. A szulfonil-urea vegyiiletekhez hasonldan, de feltehetéen azoktol eltérd receptoron
keresztiil serkenti a hasnyalmirigy PB-sejtjeibdl az inzulin elvalasztasat, hatdsat azonban

dontden a posztprandidlis inzulinszekréciora fejti ki.

Biguanidin szarmazékok

A kozépkorban a diabétesz kezelésére alkalmazott novény, a kecskeruta (Galea
officinalis) aktiv hat6anyaga,t a guanidint az 1900-as évek elején izolaltak, azonban ez a
vegyiilet toxikusnak bizonyult. 1953-t61 kezdték a szarmazékokat a gyodgyaszatban
alkalmazni. Az eclébbi két vegyiiletcsoporttol eltéréen miikodé pB-sejtek hianyaban is
hatékonyak, ugyanis nem az inzulin elvalasztast fokozzak, hanem eldésegitik az inzulin-
receptor kotddést, novelik a véazizom sejtek, és kisebb mértékben a majsejtek gliikkoz
felvételét. A biguanidok (metformin) alkalmazasa ritkdn laktat acidozist képes kivaltani, igy
hasznalatuk szivelégtelenségben, illetve 1égzési elégtelenségben kontraindikalt (Sirtori és

Pasik 1994).

Alfa-glikozidaz gatlok

E szerek az alfa-glikozidaz enzimek (maltaz, glukoamidaz, izomaltaz, szacharaz)
reverzibilis kompetitiv antagonistai. A bélcsatornaban gatoljak az alfa-glukoziddz enzimek
miikodését, ezaltal csokkentik a keményitd, a dextrin €s a diszacharidok elbontésat, lassitjak a
gliikoz felszivodasat, ezaltal pedig mérséklik a posztprandidlis vércukorszint-emelkedést. Az
alfa-glikozidaz gatlok gasztrointesztinalis intoleranciat okoznak, részben azaltal, hogy
ozmotikus hatéssal birnak, részben pedig az emészthetetlen szénhidratok bakteridlis

fermentacidja kovetkeztében.

Amylin analogok

Az amylin a masik [-sejt hormon, mely egyiitt valasztodik el az inzulinnal az
étkezésre adott valaszban. A glukagon szekrécid elnyomdsaval kiegésziti az inzulin
posztprandialis gliikkdz kontrollra kifejtett hatasat. A T2DM-es betegekben étkezéskor beadott
huméan amylin analdég, a pramlintide, mérsékli a posztpranialis vércukorszint emelkedést. A
pramlintide csdkkenti a glukagon szintet étkezés kdzben, lassitja a gyomor iiriilési sebességét

és csokkenti az étvagyat (Schmitz és mtsai 2004). Gyakori mellékhatasai az émelygés,
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hanyas, alacsony vércukorszint. A terapiat alacsony dozisokkal kell kezdeni, hogy a

szervezetnek ideje legyen alkalmazkodni ehhez az 0j gyogyszerhez.

SGLT? gatlok

A natrium-gliikéz kotranszporterek (SGLT-K) a fehérjék egyik csaladjat képezik,
amelyek aktiv transzporttal juttatnak at glikézt és natriumot a sejtek membranjan.
Az SGLT2-molekuldk csaknem kizarolag a proximalis vesetubulusok sejtjeinek kefeszegély
membranjan expresszalodnak és a teljes renalis gliikoz-visszaszivodas 90%-aért feleldsek.
Cukorbetegeknél az SGLT2 tulzott expresszidja figyelhetd meg, és a vese altali gliikoz-
visszaszivas még fokozottabb lehet. Az SGLT2 gatlasa mérsékli a gliikdz visszaszivodasat a
vesetubulusokbol, ez a vizelettel torténd gliikkdz kivalasztashoz, kaloériavesztéshez ¢€s
ozmotikus diurézishez vezet. Az SGLT-2 gatlok csoportjanak 1j képviseldje, az
empagliflozin. Az eddig elvégzett II. és III. fazisi klinikai vizsgalatok adatai a
vércukorszintek szignifikéns javulasat igazoltadk, emellett szignifikans testsulycsokkenést és a
szisztolés vérnyomas jelentds csOkkentését is. A biztonsagossagi eredmények a genitalis
fert6zéssel kapcsolatos nemkivanatos események fokozodasat mutattak (foként noknél), a
hugyuti fertézésekkel kapcsolatos mellékhatdsok eléforduldsa hasonld volt a placebdéhoz

(Haas és mtsai 2014).

A thiazolidéndionok (TZD) vagy ,, insulin senzsitizer ’-ek hatasmechanizmusa

A PPARY receptorhoz k6t6dé TZD-k fokozzak az harantcsikolt izom és a maj gliikoz
felhasznalasat. A PPARy aktivdldsa az izomban is ndveli az inzulinérzékeny
gliikoztranszporter, a GLUT4 szintjét és hatasara az izomzatban fokozodik a gliikozfelvétel, a
glikogénszintézis és a glikolizis (el-Kebbi és mtsai 1994). Az aktivalt PPARy el6segiti a
mitokondrialis szétkapcsold fehérjék /uncoupling proteins/ (UCPs) szintézisét is. Segiti az
inzulinhatast azaltal, hogy noveli a zsirszovet zsirsavfelvételét, de ugyanakkor a vazizmoknal
nincs ilyen hatdsa. A f-sejtek inzulin szekrécidja is normalizalodik, ez volt a PPARy
inzulinrezisztenciat csokkenté hatasanak az els6 fontos bizonyitéka (Cavaghan és mitsai
1997). A TZD-k képesek csokkenteni a zsirszovet altal termelt és a rezisztencia mértékével
korrelald rezisztin hormon termelését. Kideriilt az is, hogy a B-sejtek TNF-o hatasara
megndvekedett nitrogén-monoxid-szintaz (iNOS) szintjét normalizalni képesek. Ezzel a
mechanizmussal a TNF-o/iNOS-aktivacidé altal rezisztenssé tett inzulinfliiggd jelatviteli
mechanizmusokat Gjra érzékenyiteni lehetett a B-sejtekben (Kwon és mtsai 1999). A mar

kordbban emlitett PPARy adipocita differenciacioban betdltott szerepe is nagymértékben
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hozzéjarul az inzulinérzékenység fokozasahoz, azaltal, hogy a kisebb, inzulinérzékenyebb
adipocitak kialakuldsanak kedvez, nagyobb méretli rezisztens forméaval szemben. A PPARy
¢és ily modon a zsiranyagcsere javulasat eredményezi. A triglicerid- és az LDL-koleszterin-

szintet csokkentik, a HDL-koleszterin-szintet emelik.

Az utobbi években leggyakrabban felirt antidiabetikumok az inzulinérzékenyitd hatasa
TZD-k wvoltak. A {6 hatranyuk, hogy anémiat és majkarosodast okozhatnak. A
gyogyszercsoport elséként forgalomba keriilt képvisel6jét, a troglitazont sulyos hepatotoxikus
mellékhatasa miatt vontak ki a forgalombol (Kohlroser és mtsai 2000). A rosiglitazont az
europai piacrol visszavontak, mig amerikai forgalmazasat szigoritottak a kardiovaszkularis
mellékhatdsok nagyszamua eléforduldsa miatt, ami szedése sordn jelentkezett. Egy
metaanalizis elvégzése utan megallapitottak, hogy a rosiglitazon 43%-kal noveli a
szivinfarktus, 64%-kal pedig a sziv-érrendszeri halalozas gyakorisagat (Graham ¢és mtsai
2010). A csoport utolso képviseldje a pioglitazon maradt, melynek eladasat felfiiggesztették a
francia és német gyogyszerpiacon hugyholyagrak fokozott kialakuldsanak gyanuja miatt

(Neumann és mtsai 2012).

Kettos PPAR agonistak (glitazarok)

Kettés (dual) PPARay aktivator tulajdonsaguk révén egyszerre fejtenek ki hatast a
zsir- és szénhidrat anyagceserére. A terapiaba korabban bevonult TZD-k (vagy glitazonok)
mellett évek ota folytatnak allatkisérleteket és human megfigyeléseket kettds, o/y-receptor-
agonistakkal. A mura-, raga- és tesaglitazarral végzett vizsgalatok ugyan kedvezd terapids
eredményeket mutattak, de szdmos mellékhatas (elsdsorban kardiovaszkuléris és karcinogén)
miatt egyelére a human vizsgalatokat felfliggesztették (Nissen és mtsai 2005) A glitazarok
kérdése még nincs lezarva, tovabbi erdfeszitések sziikségesek biztonsagos és hatdsos
vegyiiletek kifejlesztésé¢hez, a T2DM és a metabolikus szindréma korszeriibb kezeléséhez

vagy akar megeldzéséhez.
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Uj lehetéségek a gyogyszerfejlesztésben

Szervezetiink molekularis mechanizmusai jorészt fehérjék miikodésén ¢és azok
egymassal, illetve kiilonb6z6 kismolekuldkkal vald kolcsonhatdsain alapulnak. Az ideélis
gyogyszer olyan kismolekula, mely az adott fehérjéhez kotddve képes céliranyosan
befolyasolni annak miikodését és mas molekulakkal kialakitott kdlcsonhatasait, mig mas
fehérjékkel kialakitott kdlcsonhatdsai nem valtanak ki nemkivanatos mellékhatasokat. A ma
ismert és jovahagyott hozzavetdlegesen ezer gyogyszermolekula tulnyomorészt a klasszikus
gyogyszerfejlesztés tapasztalati tudomanyanak eredménye. Ennek soran a biologiai
tesztrendszerekben véletlenszertien kiprobalt, hatékonynak talalt gyogyszerjelolt molekuldkat
hosszadalmas szemiempirikus tovabbfejlesztés utan szigort klinikai tesztekben vizsgaljak
tovabb, mig végiil a jeloltek egy toredéke gyogyszerként piacra keriilhet. Az engedélyezésnek
nem feltétele a gyodgyszer hatdsmechanizmusinak pontos ismerete, ezért az esetek egy
részében a célfehérjék azonositatlanok. Ugyanakkor a célfehérjék szerkezetének ismerete
nagyban segiti a hatékonyabb és kevesebb mellékhatast kivaltdo ) gyogyszerek in silico
modszerekkel torténd fejlesztését. A specifikusabban k6tddé molekulak, vagyis hatékonyabb
gyogyszerek kutatdsdban az utobbi évek bioinformatikai fejlédése 1) megkdzelitést hozott,
azonban az évente engedélyezésre keriild ujfajta gydgyszermolekuldk szama csokkend
tendenciat mutat (Trusheim és mtsai 2010) (5. abra), a sikeres gyogyszerek kifejlesztési
koltsége pedig egyre né (Ciociola és mtsai 2014, DiMasi és mtsai 2003). Ennek egyik oka,
hogy mig a gyogyszeripar hatalmas energidkat fektet az ujfajta gydgyszermolekuldk
kifejlesztésébe, egyre nehezebb 0j célpontokat talalni, a megtériilés pedig szamos esetben
elmarad. A késoi tesztfazisokban ugyanis még a legigéretesebb gyogyszerjelolt molekuldk 1S
mutathatnak olyan nem kivant mellékhatasokat, melyek miatt a fejlesztést végiil le kell
allitani. Ezzel fligg Ossze a fejlesztési koltségek novekedésének masik oka, az engedélyezési
folyamat szigorodasa. A nemkivanatos mellékhatasok kiszlirésére egyre kiterjedtebb
vizsgalatokat €és magasabb kovetelményeket irnak eld, ezért a gyogyszerfejlesztés jabban a
kockazatokat csokkentve, a kordbban engedélyezett, ma kaphatd generikus gyogyszerek

lehetséges 0j hatasaira, illetve a 1étezd gyogyszerek tovabbfejlesztésére fokuszal.

32



50
45
40

35

30
2
2
1
1

1998 1999 2000 2001 2003 2004 2005 2006 2007 2008

%3]

]

%3]

(=]

%3]

=]

5. abra. Az évente engedélyezésre Keriilt Gjfajta gyégyszermolekuldk szima, 1998-2008. (Trusheim és
mtsai 2010)

Napjainkban egy originalis molekula piacra keriiléséhez sziikséges anyagi raforditas
akar az 1.2 milliard US dollart is elérheti (Ciociola és mtsai 2014) (magaba foglalva azt a kb.
50-100 tovabbi molekulat, melyeket a fejlesztés kiillonbozd fazisaiban valamilyen oknal fogva
le kellett allitani), mikozben évrél évre egyre kevesebb originalis gyogyszer bevezetése
torténik meg. A gyogyszerfejlesztés koltségeinek csokkentésére egy kivalo lehetdség, hogy a
régota piacon 1évd, szabadalmi oltalmat elveszitett molekula (generikum) vonatkozésaban 0j
indikacioban ériink el szabadalmi védettséget (un. ,,second medical use patent”). Generikus
molekularol 1évén szo, a gyogyszerfejlesztés id6- és koltség igénye jelentdsen lecsokkenthetd,
igy a gyorsabb piacra keriilés kovetkeztében gyorsabb megtériiléssel lehet szamolni. A
fejlesztés ideje egy origindlis molekula esetében 10-12 év, mig generikumoknal ez az id6 5-8
évre is lecsokkenthetd. Az in silico fejlesztés soran az ujdonsagot az jelenti, hogy
rendelkezésiinkre 4all6 szamitastechnikai ,.know how”-t és generikus molekula adatbézist
felhasznalva szamitdgépes ,,screening”-et alkalmazunk azon generikumok kivalogatasara,

melyek a késObbiek soran a gydgyszerfejlesztés folyamataban a vezérmolekulakka valnak.

33



A Drug Profile Matching (DPM) moédszer

A fent emlitett tendencidkat felismerve a cél tehat olyan gyogyszerek kifejlesztése,
amelyek amellett, hogy hatékonyak, biztonsdgosak is. Ezért olyan 1) moddszerek
létrehozasanak lehetéségeit keresik, mellyekkel a gyogyszerjeloltek terapias és nem kivant
mellékhatdsai is megjosolhatok. Egy lehetséges megkozelités a molekularis dokkolas
alkalmazasa, amivel a gyogyszerek ¢és a molekularis receptorok kozotti interakciod
tanulmanyozhatd. Egy masik széles korben elterjedt mddszer, hogy a dokkolasi eredményeket
virtualis affinitasi ujjlenyomatként és interakcidos mintazatként (interaction pattern, IP)
hasznaljak, ami leirja a molekula altalanos interakcids jellemzdit. Itt a mintara jellemz0 0sszes
informaciot felhasznaljak, nemcsak az egyéni interakciokbol szarmazokat. Egyik ilyen
modszer a DPM, melynek célja, hogy Osszevesse a kb. 1200 FDA altal engedélyezett kis
molekuldjii gyogyszernek a gyodgyhatas profiljat és cél molekula profiljat, azok virtualis
affinitasi ujjlenyomataival (azaz a molekula dokkolasi eredményének egy sorozatat vetik
Ossze a 149 fehérjébol allo, elére meghatarozott halmaz ligandkoté helyeivel) (Simon és mtsai
2012). A legalacsonyabb dokkolasi energiakat egy matrixba rendezve megallapithato, hogy a
kismolekulak kdlcsonhatasi energiai minden esetben jellegzetes, egyedi mintazatot alkotnak.
Az emlitett matrixban az egy ligandumhoz tartozo energiaérték alkotta vektor adja a
molekuléris interakcids ujjlenyomatot, melynek egyedisége elméletileg annéal nagyobb, minél
tobbféle fehérjére torténd dokkolassal allitottak eld, hiszen ezek a fehérjék egy diszkriminator
feliiletet alkotnak, mely minél nagyobb, anndl alkalmasabb lehet az igen hasonl6 szerkezetli
kismolekulak elkiilonitésére. Az ujjlenyomatok hasonlésaga arra utal, hogy azok a
kismolekulak potencidlisan hasonld paraméterekkel rendelkeznek, amibdl pedig a varhato
hatdsokra és mellékhatasokra lehet kovetkeztetni. Ez a predikcid sordn hasznalt egyik
ujjlenyomat. Tobbféle ujjlenyomat adatbazis integralasa a késébbiekben lehetdvé tenné a
gyogyszerjelolt molekuldk pontosabb jellemzését, illetve az adatbazisok korrelaltatdsaval 1j
potencialis hatassal bird generikus gyogyszerek felfedezésére nyilna lehetéség. A DPM
mogott allo kezdd hipotézis tehat az, hogy a hasonld affinitasi ujjlenyomatok hasonld
bioaktivitasi profilra utalnak (receptor-gyogyhatas osszefiiggések). Vizsgalatok alapjan szoros
kapcsolat figyelhetd meg a gydgyhatasok, a célfehérjék €s a gydgyszerek virtudlis affinitasi
ujjlenyomatai kozott (Peragovics és mtsai 2013). A modszer megbizhatd és az affinitasi
ujjlenyomatok elegendd informacidot nyujtanak a  gydgyszerek hatasprofiljanak
megalkotasahoz. A modszer kiszamithatosaganak megallapitasara végeztiink egy tanulmanyt,

mely disszertaciom egyik részét képezi. A vizsgalat eredményeként megallapitasra kertilt,
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hogy a DPM talszarnyalja a hagyomanyos 2 és 3 dimenzios szerkezeti hasonlosagon alapuld
predikciés modszereket (Peragovics és mtsai 2012), melyben minden egyes molekula 2D és
3D szerkezetét hasonlitjdk 0ssze az adatbazisban szerepld 0sszes tobbi molekulaéval. A DPM
modszer alkalmas arra is, hogy a mar meglévd gyodgyszerek ismert hatdsain kiviil az eddig
még fel nem fedezett bioaktivitasokat (gydgyhatas, célmolekulak, stb.) is meg lehessen
josolni. Ezeket a predikciokat hitelesiteni (vagy megcafolni) lehet in vitro és-/vagy in vivo

tesztek elvégzésével.

Bar egyre n6 a 2-es tipusu diabéteszes betegek szama, az elérhetdé gydogymodok csak
egy behatarolt gydgyszercsoportra korlatozodnak. A leggyakrabban felirt gyogyszercsoport a
T2DM kezelésére az el6bb ismertetett TZD-k csoportja (Patel és mtsai 2006). A gyogyszerek
ezen osztalya a PPARy receptorokon keresztiil hat, és ez a hatas kihasznalhato az
inzulinérzékenység fokozasara inzulin rezisztens allatokban és emberekben egyarant (Saltiel
¢és Olefsky 1996). Annak ellenére, hogy ez a gyogyszercsoport ,,kasszasikernek” bizonyult, a
piacra keriilésiiket kovetden, jelenleg a TZD-k mindharom képviseldjével kapcsolatban
aggodalom meriilt fol a biztonsagossagukat illetéen, ezekre a stlyos mellékhatasokra mar
korabban kitértem. Ugyanakkor elmondhatd, hogy ezek a gyogyszer mellékhatdsok nem
tinnek az osztalyra jellemz6 altalanos hatasnak. Jo lehetéség latszik arra, hogy a TZD-k
inzulinérzékenyitd hatasat €s a nem kivant mellékhatasokat elvalasszuk egymastol egy olyan
PPARy agonista hatasi molekula megtalaldsa révén, mely inzulinérzékenyité hatdsanak

megtartdsa mellett nem rendelkezik a fent emlitett mellékhatasokkal.
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Célkituzeések

1. Els6 célkitlizésem az egyszeri szajon at adott olanzapin endogén inzulinérzékenyitd
mechanizmusra gyakorolt hatasanak vizsgalata volt. Tovabba célom volt, hogy felfedjiik
a kiindul6 pontjat annak a folyamatnak, mely az étvagy fokozodasahoz és megnovekedett
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 befolyésolja az inzulinérzékenységet ¢és
az étvagyat, ki kell zarni olyan zavar6 faktorokat, melyek a zsirszévet gyarapodasabol
éslvagy a testsily novekedésébdl szarmaznak, ezért egy egyszeri 1 mg/kg-s oralis
adasmodot valasztottunk, mely bizonyitottan elhizast indukal ndstény Sprague-Dawley

(SD) patkédnyokban hosszl tavl alkalmazésa soran.

2. Tovabbi célom volt annak vizsgalata, hogy vajon az altalunk hasznalt in silico predikcios
metodika hasznalhato-e generikus gyogyszerek sziirésére 10 terapias indikaciok
azonositasa érdekében? Ahhoz, hogy teszteljiik ezt a modszertani megkozelitést, az 1255
generikus gyogyszert tartalmaz6 FDA adatbazisban molekula sziirést végeztiink, azok
lehetséges PPARYy aktivalo tulajdonsaganak megjoslasa céljabol. Az in silico modszerrel
kivalasztott molekulakat in vitro PPARy receptort expresszald sejtkultiirakon teszteltiik
tovabb, hogy valoban képesek-e PPARy receptor aktivalasara. Az in vitro
legigéretesebbnek tiind jelolton elvégeztiink egy sor in vivo kisérletet 2-es tipusu
diabéteszes patkany allatmodell segitségével, hogy igazoljuk vagy megcafoljuk a

feltételezett PPARY receptorhoz kapcsolddo inzulinérzékenyitd hatést.
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Anyagok és modszerek

Etikai engedélyek

Vizsgalataink sordn minden allatkisérletet a laboratoriumi allatok védelmérdl és
hasznalatarol szolo rendelkezések €s az ezzel 6sszhangban 1évo, a Debreceni Egyetem helyi

etikai irAnyelveinek a betartasaval végeztiik (08/2007/DE MAB&16/2007 DE MAB).

Kisérleti allatok, kezelési csoportok

A kisérlethez 24 db 175-200g sulyt ndstény SD patkanyt (Innovo Kft, lIsaszeg
Magyarorszag) hasznaltunk. Az allatokat az érkezésiiket kdvetden egy hétig szoktattuk az 1j
kornyezetiikh6z. A patkanyokat standard allathazi koriilmények kozott tartottuk azaz,
biztositottuk szamukra a 12-12 6réas vilagos/sotét periodust, 22-24°C hémérsékletet és az 50-
70%-os relativ paratartalmat. Az 4llatokat egymadstdl 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 periddus alatt. Egy héttel késébb, az allatokat 2 {6
csoportra osztottuk, az olddszerrel kezelt kontroll (n=12) és az olanzapin kezelt (n=12)
csoportokra. Mindkét csoporton beliil random Iétrehoztunk éheztetett (n=6) és evett (n=6)
alcsoportokat (6. abra). Mindkét alcsoporttol a tapot elvettiik a kisérlet megkezdése elétt 16
oraval, de az evett csoportnak 2 orara visszaadtuk az altatds megkezdése el6tt. A miitét elott

az allatokat elaltattuk (tiopental, 50 mg/kg, i.p.)

RIST
olanzapin kezelt oldészerrel kezelt
evett éheztetett evett éheztetett

6. abra. Kezelési csoportok kialakitasa

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

adtuk be a tap visszaadasa el6tt az evett csoportnak vagy a tap visszaadasa nélkiil az éheztetett
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csoportnak, 2 oraval az altatds megkezdése eldtt. Az olanzapint egyszeri 1 mg/kg-0s oralis
dozisban adtuk, mely bizonyitottan elhizast okozott néstény SD patkanyoknal (Arjona és
mtsai 2004, Cooper és mtsai 2005).

»Meal-size” méreés

Ahhoz, hogy meghatarozzuk a gyogyszer vagy oldoszer beadasa utani els6 étkezésnek
az id6tartamat és az elfogyasztott tapnak a mennyiségét, kdvettiikk van der Zwaal és mtsai (van
der Zwaal ¢és mtsai 2012) altal leirt protokollt. Az allatokat éheztettiik 16 6ran keresztiil a
kisérlet megkezdése eldtt (7. abra). Azokban a csoportokban, ahol az allatok visszakaptak a
tapot, mind az oldodszeres, mind pedig az olanzapinnal kezelt allatoknal biztositva volt a
taptartd edényekhez valo korlatlan hozzaférés, ad libitum chettek. Ko6zben video
megfigyeldrendszert hasznaltunk, hogy a tavolbol figyelhessiik a taplalkozasi viselkedésiiket
mikdzben a taptartd edény sulyat a benne 1évo tappal egyiitt folyamatosan rogzitettiik. Az els6
étkezés alkalmaval elfogyasztott tdp mennyiségét (first meal size) és idOtartamdt (meal
duration) a kovetkezOképpen hataroztuk meg: egy étkezésnek szamit, amikor a
taplalékfelvétel idétartama alatt legalabb 1 kcal mennyiségl tap fogy el, illetve a két étkezés
kozott eltelt iddintervallum legalabb 5 perc. Miutan lemértiik a first meal size-t, az altatés
megkezdéséig hatralévo idében hagytuk az allatokat ad libitum enni. Ezalatt a 2 6ras periodus

alatt 0sszesen elfogyasztott tdp mennyis€gét szintén meghataroztuk.

Miitéti eljaras

Az ¢éjszakai ¢heztetést kovetden az allatokat elaltattuk intraperitonealis tiopental
(Trapanal) injekcioval (50 mg/kg). A trachedba egy polietilén kaniilt vezettiink be, hogy ezen
keresztiil biztositsuk az allat szdmdra a szabadon atjarhatd 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 vezettiink
be. Ezen keresztiil tortént a vérvétel és a vérnyomas mérése. (Experimetria Kft, Budapest,
Magyarorszag) A bal jugularis vénaba elhelyezett kaniilon keresztiil tortént az inzulin €s a
20%-os gliikoz infuzid beadasa. A véralvadas elkeriilése érdekében az éallatok heparint (100
IU/kg i.v.) kaptak. A testhdmérsékletiiket folyamatosan 37 + 0.5°C kériil tartottuk fiithetd
miitéasztal (Type 872H, Type 861, Hugo Sachs Elektronik- Harvard Apparatus GmbH,
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March-Hugstetten, Németorszag) segitségével. A kisérlet végén az allatokat intravénasan

beadott tiopentallal (100mg/kg) tulaltattuk.

Rapid Insulin Sensitivity Test (RIST)

A RIST-et a korabban leirtak szerint hajtottuk végre (Peitl és mtsai 2009), hogy
megvizsgaljuk a posztprandialis teljes test inzulin érzékenységében bekovetkezd valtozasokat
egyszeri oralis (1 mg/kg) olanzapin adas hatdsdra. A mitét utani 30 perces stabilizacios
periodust kovetden 5 percenként vért vettiink az artéria carotisbol, vércukor szint ellendrzés
céljabol. Amikor egymast kovetd harom mérés sordn stabil vércukor értékeket mértiink, azt
tekintettiik a tovabbiakban kontroll értéknek. Ezutdn 50 mU/kg bolus inzulint (Humulin R, Eli
Lilly, USA) adtunk be 5 perc alatt infizids pumpaval i.v., majd elinditottunk egy folyamatos
gliikkéz infuzidt, és a vércukor szintet 2 percenként ellendriztiik, és a cukorinfuzid sebességét
aszerint allitottuk, hogy az el6zéleg meghatarozott kontroll értéket elérjiik. Az Osszesen
beadott gliik6z infuzié mennyisége (mg/kg-ban meghatarozva), amely ellenstlyozni képes az
50 mg/kg inzulin hipoglikemizald hatasat, adja meg a RIST indexet, amely a teljes test

inzulinérzékenységének a mutatdja (Peitl és mtsai 2009).

tap vissza stabilizacids
16 6ra éheztetés (evett csoportnak) mitét periédus RIST
) \ ) A A
! 4 A

[ | [
| | | | | | 5
i I i I \IL [~
First meal \l/

gyogyszer/oldoszer anesztézia 1. vérvétel 2. vérvétel
beadas

7. abra. A Kkisérlet sematikus folyamatabraja

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
¢hgyomri vércukor szint (FBG) alapjan a teljes test inzulinrezisztencidgja (HOMA-IR)
kiszamithato. A HOMA-t széles korben alkalmazzak klinikai kutatasokban (Cutfield és mtsai
2003, Matthews és mtsai 1985, Wallace és Matthews 2002). A HOMA-IR-t ugy allapitottuk

crer
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mennyiségének szorzata, osztva 22,5-el. A megnovekedett HOMA-IR érték inzulin

rezisztenciara utal.

Hormon szintek meghatarozasa vérmintabol

A RIST megkezdése eldtt vérmintat (0.1 ml) vettliink az artéria carotisbdl, amibdl a
kovetkez6 hormonokat hataroztuk meg: inzulin, GLP-1, pankreasz polipeptid (PP), peptid
YY, ghrelin, leptin és amylin. A mintakat centrifugaltuk (10000g 2 perc, 4°C), majd a
feliilisz6 plazmat levélasztottuk és -70°C-on taroltuk a hormonok meghatarozasiig. A plazma
hormon szintek méréséhez un. Rat Metabolism Panelt (RGT-88K-08, EMD Millipore Corp.,
Billerica, MA, USA) hasznéltunk és az alabbi hormonok meghatdrozésat: inzulin, GLP-1
(aktiv), GIP (teljes), PP, peptid YY (teljes), ghrelin (aktiv), leptin, amylin (aktiv) a gyartd
el6irasa szerint végeztiik el. A hormonok Luminex-szel torténé meghatarozasat a Molekularis

Medicina Kutaté Kozpont végezte.

Statisztika

Az eredményeinket atlag + SD-val fejeztiik ki, valamint két utas variancia analizist
(ANOVA) alkalmaztunk Bonferroni szerint modositott t-teszttel kiegészitve (Wallenstein és

mtsai 1980).

One dimensional DPM

A potencidlis PPARy agonista jeloltek kivalasztasdra az elébb ismertetett DPM
egyszeribb verziojat hasznaltuk, ami egy szisztematikus, mintdzaton alapuld, bioaktivitasi
predikcios modszer (Simon €s mtsai 2012). Ez a modszer kis molekulaju vegyiiletek virtualis
affinitasi ujjlenyomatat hasznalja, hogy megjosolja azok gydgyhatasat és célfehérjéit
(Peragovics és mtsai 2013, Simon és mtsai 2012). A DPM-ben az affinitasi ujjlenyomatot IP-
nek hivjak, mely a vegyiiletek dokkolasi értékeinek halmazabdl és egy eldre meghatirozott
nem célfehérjékbdl allo készletbdl all, melyek diszkriminator feliiletet alkotnak a molekuldk
szdmara. A 0 kiillonbség a DPM ¢és az itt bemutatott oDPM kozott az, hogy az utébbi moédszer
az egydimenzids tavolsagszerli mértéket alkalmaz ahhoz, hogy Osszehasonlitsa az IP-ket,
melyeket vektoroknak tekint egy tobbdimenzios térben, mig a DPM hipersikot general, hogy

elvélassza az aktiv és az inaktiv vegyiileteket a tobbdimenzids térben. A legfébb ok, hogy az

40



oDPM-et alkalmazzuk a DPM helyett, hogy a referencia halmazban behatarolt a vegyiiletek
szdma. Egy korabbi megallapitasunk szerint legalabb 10 tagu csoportra van sziikség ahhoz,
hogy megbizhatoan miikodjon a DPM tobbvaltozos statisztikai modszere, (Simon és mtsai
2012) és kevesebb, mint 10 tag esetén egy alternativ értékelési modszerre van sziikség, mint

amilyen az oDPM (8. abra).

Mintagytijtés

Gyogyszer adatbazis felhasznalasaval (Wishart és mtsai 2008) Osszegy(jtottik az
FDA altal elfogadott 1255 molekulat és kivalasztottunk hozza 149 fehérjét a Research
Collaboratory for Structural Bioinformatics Protein Data Bank (Berman és mtsai 2000)

adatbazisabol, ahogy azt korabbi munkank soran tettiik (Simon és mtsai 2012). A

mintagy(ijtést Dr. Simon Zoltan és munkacsoportja végezte.

Dokkolasi elokészuletek és szamitasok

A dokkolasi el6késziileteket és szamitasokat az AutoDockTools-al (Morris és mtsai 2008)
(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 (Jiang
¢és mtsai 2008) segitségével végeztiik, és az AutoDock4 (Molecular Graphics Laboratory, The
Scripps Research Institute) dokkold programban talalhaté pontozd fiiggvénnyel (Huey és
mtsai 2007, Morris és mtsai 2009). Az el6késziiletek a korabban leirtak szerint torténtek
(Simon és mtsai 2012). Az egyes molekulakat, az elére meghatarozott kiilonboz6 fehérjékre
dokkoltuk, és az affinitasi értéket a dokkolt szerkezet szabadenergia értékébol szarmaztatjuk,
amit azutdn egy adatbazisba importaltuk. A dokkoldsokat egy 104 kozponti vezérléegységes
(CPU) (Hewlett-Packard Company, Palo Alto, CA, USA) Hewlett-Packard csoporton
futtattuk le. Osszesen 1255%149=186995 dokkolas tdrtént, 200-szor ismételve minden egyes
gyogyszermolekula-célfehérje parra, melyet AutoDock4 (Molecular Graphics Laboratory,
The Scripps Research Institute) programmal végeztiink és értékeltiink. A dokkolasi

elokésziileteket és a szamitasokat Dr. Simon Zoltan és munkacsoportja végezte el.
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Referencia készlet

Gyogyhatas adatbazis hasznalata helyett, egy 8 kiilonb6zd vegyiiletbdl allo referencia
készletet hasznaltunk, melynek minden tagja ugyanazon receptoron hat. Ezek az ismert
PPARY agonistak az alabbi vegyiiletek voltak: roziglitazon, bexaroten, gemfibrozil, alfa-

linolsav, fenofibrat, bezafibrat és clofibrat.

IP hasonlosagi szamitasok

Az IP vektorok altal bezart sz6g alapjan meghatarozott hasonlosagi egyiitthatot (d)
hasznaltuk az IP hasonldsagi matrix 1étrehozasahoz. Az IP vektorokat a dokkolasi értékeik
hatarozzak meg, melyek koordinataknak tekinthetok egy 149 dimenzids térben, melyet a 149
féle fehérjébdl allo készlet hoz létre. A szOg cosinusanak tavolsagi egyiitthatojat (Qian és
mtsai 2004) hasznaltuk, hogy meghatarozzuk a két vektor kozti szoget ebben a 149 dimenzids

térben, mely a kdvetkezd képlettel szdmithato ki:

Y, ab; 180

) = arccos
AB

| =] .
_.,JE?:la; ,JE?HE":"

1. egyenlet. Az IP tavolsag értékének kiszamitasa

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

molekulédnak az i-edik fehérjére a 149-bdl.

Szomszédsagon alapul6 bioaktivitasi predikcio (szomszédsagi analizis)

Az IP hasonldsagi matrix alapjan hasonlosagi listakat alkottunk a referencia készlet
minden egyes elemére. A 8 szomszédsagi listdin a maximalis 3 atfed6 el6fordulassal (d=3)
szerepl vegyiileteket valasztottuk ki tovabbi elemzésre. (9. abra) (Dr. Simon Zoltan és

mtsai.)
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8. abra. Az oDPM attekintése. IP-k generalasa és IP hasonlésag kiszamitasa. A és X molekula 149 taghol allé fehérje
készletre torténd dokkolasa. A sajat IP-jiik (a szinkodokkal jeldlt energia értékiik a zoldtél pirosig terjednek, azaz az
alacsonyabb Ds-t61 a magasabb Ds értékekig) lett 6sszehasonlitva és a parositas hasonlosagi értéke kiszamithato. Ezen
értékek alapjan, hasonlésagi listakat alkottak molekulinként, mely a megmaradt molekulikbél all6 készletet
hasonlésaguk szerinti csokkené sorrendben tartalmazza. (Az oDPM elvégzése kiils6 megbizassal tortént.)

DOKKOLASy 1Py

) Molekula 1
Referencia N .
— legkozelebbi
molekula 1 .
szomszedai
Referencia Molﬂekulaz_
—— legkozelebbi
molekula 2 .y -
szomszedai

[ ]

[ ]

[ ]
Molekula 8
Referencia o“e u'a .
— legkozelebbi
molekula 8 L.
szomszedai

9. abra. Az effektiv predikciés érték, azaz a hasonlésagi egyiitthaté (d) meghatirozasa osszefoglalva. A Kkivalasztott
listan tobbszori eléforduldssal megjelené molekuldkat Gsszegyiijtotték. Minden egyes hasonlésagi listin megjelené
referencia molekulat eltavolitottak. A megmaradt molekuldak valésziniisitheten rendelkeznek a vélt hatassal. (Az
oDPM elvégzése kiilsé megbizassal tortént.)
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In vitro tanulmany — génexpresszios vizsgalatok

Az in silico médszerrel kivalasztott vegyliletek PPARY aktivald hatasat Mono Mac 6
(MM6) sejtvonalon teszteltiik. Az MM6 monoblasztos leukémia eredetli monocita sejtvonal,
amelyrdl ismert, hogy expresszalja a PPARy-t. A PPARy aktivacidja szdmos gén aktvalodasat
eredményezi, ezek kozott vannak olyanok, melyek kizardlag PPARy miikodéséhez kotott.
llyen a FABP4/aP2 (fatty acid-binding protein 4/adipocyte protein) gén (Graves és mtsai

1992), mely expresszidjat vizsgaltuk.

A kisérletet 48 lyuku sejttenyésztd plate-en végeztik, az egyes lyukakba 200000 sejt
keriilt, és minden kezelés triplikdban tortént. A sejteket elokezeltik PMA-val (Phorbol 12-
myristate 13-acetate). A PMA makrofag jelleglivé teszi a sejteket és érzékenyiti a PPARy
valaszt. 24 6ra utdn a PMA-t kimostuk ¢és friss tapfolyadékot adtunk, majd elinditottuk a
kezelést a kivalasztott vegyiiletekkel, melyeket a kdvetkezé koncentraciokban adtunk (1078,
107, 10, 107), hogy koncentracio-vélasz 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 expressziojanak RT QPCR-ral (real-time reverse
transcription polymerase chain reaction) torténd mérésével hataroztuk meg. Az FABP4/aP2
gén mellett meghataroztuk a Cyclophilin A, egy un. ,,housekeeping” gén mRNS expressziojat
is a mintdkban. Az FABP4/aP2 génre kapott értékeket a Cyclophilin A értékeivel AACt
modszert alkalmazva normalizaltuk. Az in vitro vizsgalatokat az ELTE Biokémiai Tanszékén

végezték.

In vivo tanulmany

Kisérleti allatok

A vizsgalatokhoz him 5 hetes (175-200g sulyt) Wistar patkdnyokat hasznaltunk,
melyeket a Charles-Rivers Laboratories-t6l (Innovo Kft, Isaszeg, Magyarorszag) szereztiink
be. Az éllatokat standard allathdzi koriilmények kozott ketrecekben (1500 U Techniplast,

Olaszorszag) tartottuk, biztositottuk szamukra a 12-12 6ras vilagos/sotét periodust, 22-24°C-
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os homérsékletet és az 50-70%-os relativ paratartalmat. Az allatok standard tapot ettek és

csapvizet ittak ad libitum.

Allatmodell és kezelési protokoll

A kisérlethez 48 allatot haszndltunk, melyeket 3 f0 csoportra osztottunk. A Wistar
patkanyok els6 f6 csoportja az egészséges, oldoszerrel kezelt kontroll csoport volt. Ezeket az
allatokat standard laboratoriumi tappal (ssniff, EF R/M Control; sniff Spezialdidten GmbH,
Soest, Németorszag) etettiik és csapvizzel itattuk ad libitum. A masodik f6 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 alkottdk 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 zsirdus tappal (HFD) etettiik 2 héten keresztiil, majd streptozotocinnal (STZ; 50
mg/kg i.p.) kezeltiik. Egy hét utan az allatokban éhgyomri hiperglikémia volt mérheté. Ez az
allatmodell utanozza a 2-es tipusi diabétesz mellitus két sajatos vondsat, a periférias
inzulinrezisztenciat, melyet a HFD-vel torténd etetés indukal, és a kdrosodott gliikoz-stimulalt
inzulin szekréciot, melyet az STZ kezeléssel hoztuk 1étre. Ennek a 2-es tipust diabéteszes
allatmodellnek a 1étrehozoja és hitelesitdje a metabolikus szindroma uttérd kutatoja, Gerald
Reaven és munkacsoportja volt (Reed és mtsai 2000). A harmadik f& 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
0s. A kezelési csoportokat a 3. tablazatban foglaltam 6ssze. A teljes kezelési 1d6 8 nap volt.
Az utols6 kezelési napon 2 oraval a legutolsd gyogyszeres/olddszeres kezelést kovetden az
allatokat elaltattuk azért, hogy HEGC modszerrel meghatarozzuk a teljes test

inzulinérzékenységét.
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3. 6 csoport
1. 6 csoport 2. {6 csoport
1. alcsoport 2. alcsoport 3. alcsoport 4. alcsoport

egészséges inzulin rezisztens 2-es tipusu diabéteszes

normal tap HFD HFD+STZ

. . ) NTX 50 NTX 100 NTX 200
oldoszer oldoszer oldoszer
mg/kg mg/kg mg/kg
n=38 n=8 n=8 n=8 n=8 n=8

3. tablazat. Kezelési csoportok kialakitasa

Dozis valasztas

Ebben a vizsgéalatban a célunk az volt, hogy olyan generikus gyodgyszert talaljunk,
melyet 1) klinikai indikdcioban mutathatunk be. A gyodgyszerfejlesztés soran fontos
szempontnak tartottuk, hogy a gydgyszer olyan dozisban is novelni tudja az
inzulinérzékenységet, ami az eredeti indikdcioban mind Aallatkisérletekben, mind humén
vizsgéalatban 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 (Li és mtsai 2003).

Az inzulinérzékenység meghatdrozasa

A teljes test inzulinérzékenységének meghatarozasa hiperinzulinémiés euglikémias
gliik6z clamp (HEGC) mddszerrel tortént (Peitl és mtsai 2010). A kisérletet megel6éz6en az
allatokat 16 oran at €heztettiik, majd intraperitonealis tiopental (Thiopental Sandoz; Sandoz
Pharmaceutical PLC, Basel, Svéjc) injekcioval elaltattuk. Az altatoszert 50 mg/kg dozisban
adtuk. A nyak ventralis oldalan k6zépen egy vagast ejtettiink, feltartuk a 1égcsévet, amibe egy

polietilén kaniilt vezettiink be, hogy ezen keresztiil biztositsuk a levegd szabad aramlasat a
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légutakban a HEGC alatt. Ezutan a bal juguldris véna két 4gat és a bal artéria carotist
feltartuk, megtisztitottuk a rajtuk 1évd kotdszovettél és mindegyikbe egy-egy kaniilt
helyeztiink be. Az egyik vénas kaniilon keresztiil az inzulin, a masikon a gliik6éz infuziot
adtuk. Az artérias kaniil a szisztémas vérnyomas mérésére szolgalt, illetve innen vettiink vért
vércukorszint mérésekhez és plazma inzulin szint meghatdrozasahoz. A mitétet kdvetden
biztositottunk egy 30 perces stabilizacios periddust az allatok szdmara, hogy az esetlegesen a
mitét soran fellépo stressz hatasa lecsillapodjon. Ezutan folyamatos inzulin infuziot (Humulin
R; Eli Lilly and Company, Indianapolis, IN, USA) inditottunk 3mU/kg/perc sebességgel 20%-
os gliikéz infazidval egyiitt. Az inzulin infuzidt 120 percen keresztiil adtuk, ez alatt az id6
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
utols6 40 percben 10 percenként. Ahhoz, hogy meghatirozzuk az éhgyomri és a steady state
plazma inzulin szintet, vérmintat vettiink (0.5 ml, 20 uL EDTA ¢és 10 pL Trasylol; Bayer AG,
Leverkusen, Németorszag) az artéria carotisbol kozvetlen az inzulin infuzié megkezdése elott
és a HEGC végén a steady state kialakuldsat kovetden. A vérmintakat 2 percig (4°C, 10 000
rpm) centrifugaltuk (Centrifuge 5415R; Eppendorf AG, Hamburg, Németorszag), majd a
plazmat levettiik és -70°C-on taroltuk a késébbi meghatarozasig. A plazma inzulinszintet
kereskedelmi forgalomban kaphaté RIA kit (RK-400CT, MTA Izotopkutatd Intézet,
Budapest, Magyarorszag) segitségével hataroztuk meg. Az inzulin meghatarozast Dr. Németh

Jozsef végezte.

A gliikéz infazios rata (GIR; mg/kg/perc) atlaga, amely az euglikémia fenntartdsdhoz
szlikséges a HEGC utols6 30 percében, jellemzi a periférias inzulin érzékeny szovetek gliikkoz
felvételét (DeFronzo és mtsai 1979). Az éhgyomri és a HEGC soran kialakul6 steady state
allapotban nyert vércukor €s plazma inzulin szintekbdl szamithatdk olyan értékek, mellyel az
inzulinhatds jol jellemezhetd. Ilyen példaul a periférias szovetek inzulinérzékenységét
kifejez6 ISI (insulin sensitivity index) mely a periférids szovetek altal felvett gliikoz
mennyiségébdl és a plazma inzulin koncentracidjabol szamitott érték. Tovabba az inzulin
metabolikus clearance (MCRI), az inzulin szervezetbdl torténd eltavolitasanak a jelzdje.
Kiszamitasa a kovetkezOképpen torténik: az inzulin infazids rata (mU/kg/perc) osztva a
steady state és az ¢hgyomri plazma inzulin szint kiilonbségével, ennek mértékegysége

ml/kg/perc-ben adhaté meg (Sherwin és mtsai 1974).
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Statisztika

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

modositott t-teszttel kiegészitve (Wallenstein és mtsai 1980).
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Eredmények

Egyszeri olanzapin dozis hatasa a bazalis és posztprandialis teljes test
inzulinérzékenységre

A baziélis, azaz ¢hgyomri inzulinérzékenységet a HOMA képlettel szamoltuk ki. Az
olanzapin kezelés ndvelte, mind az éhgyomri plazma inzulin szintet, mind pedig a vércukor
szintet, mely a HOMA-IR indexben novekedést eredményezett, és ez éhgyomri inzulin
rezisztenciat jelez (10. abra). A posztprandialis inzulinérzékenység a RIST index-el
jellemezhetd. Az éheztetett, olddszerrel 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 ordlis olanzapin addsnak nincs hatdsa a posztprandidlis teljes test

inzulinérzékenységének fokozddasara (azaz az endogén inzulinérzékenyité mechanizmusra).

Egyszeri olanzapin dozis hatasa a metabolikus hormon szintekre

A posztoperativ stabilizdcidos periddus alatt levettiink 0.1 ml artérias vért, hogy
hormonok szintjét vizsgaljuk, éheztetett (n=12) és posztprandialis (n=12) allapotban. Az
amylin, GLP-1, PYY és PP plazma szintjeiben nem volt szignifikans kiilonbség az éheztetett
¢és evett csoportokban, sem az oldoszerrel, sem pedig az olanzapinnal kezelt allatok esetében.
(4. tablazat). Az oldoészerrel kezelt allatokban a plazma inzulin, leptin és GIP értékek
szignifikansan néttek étkezést kovetden. Ez a posztprandialis ndvekedés a plazma leptin és
GIP szintekben szintén megfigyelhetd volt az olanzapinnal kezelt allatok esetében. Az
olanzapin beadést kovetden az €hgyomri plazma inzulin szint nétt az oldoszerrel kezelt
csoporthoz képest, ugyanakkor a posztprandialis inzulin valasz csokkent az olanzapinnal
kezelt patkanyokban az olddszeres kontroll allatokhoz viszonyitva. Etkezés utdn 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 csdkkent le

annyira, mint a kontroll allatokban.
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Inzulin Leptin Ghrelin GIP Amylin GLP-1 PYY PP

Eheztetett

kontroll 35148 1097+129 106+7 557+69 21,1+0.4 15.9£1.3 86.6+2.7 60.3£1.5
Eheztetett

- 701£66# 732+81 9248 624+£56 20.5+0.8 14.7+0.7 89.6+1.2 69.9+9.7
olanzapin
E\c/)(;tttroll 813+78* 2363+273* 20+7* 1024+105* 24.25+1.1 16.7+0.9 91.0£7.5 62.1+4.5
Evett . 886+89 2428+242%* 55+£10%* 1167*+101 22.9+1.5 16.5+2.0 97.6+7.5 61.4+2.7
olanzapin

4. tablazat. Az egyszeri oralis olanzapin dozis (1mg/kg) hatasa a plazma inzulin, leptin, ghrelin, GIP, amylin, GLP-1,
PYY és PP szintekre, éheztetett (n=12) és evett (n=12) patkianyokban. A csillag (*) statisztikailag szignifikans
kiilonbséget jelent (p<0.05) az éheztetett és evett csoportok kozott, a kettds kereszt (#) statisztikailag szignifikans
kiilonbséget mutat (p<0.05) az oldészerrel és az olanzapinnal kezelt csoportok esetében. (A hormonok Luminex-szel
torténé meghatarozasat a Molekularis Medicina Kutaté Kozpont végezte.)

300 ok ,
] [ ]Eheztetett kontroll
1 w @ Eheztetett olanzapin kezelt
200 + Evett kontroll
] EEEE Evett olanzapin kezelt
1004, e
#
. [ 7T
.
4 #
7
2 T I
0 . . .
RIST index HOMA-IR Vércukor
(mg/kg) (mmol/L)

10. abra Az egyszeri orilis olanzapin dézis (1 mg/kg) hatisa a posztprandialis —RIST index altal jelzett- és a bazalis —
HOMA-IR 4ltal jelzett- inzulin érzékenységre és a vércukor szintre éheztetett (n=12) és evett (n=12) patkanyokban. A
csillag (*) statisztikailag szignifikdns eltérést mutat (p<0.05) a hozza tartoz6 kontrollhoz (éheztetett vs evett) képest, a
kettos kereszt (#) statisztikailag szignifikans eltérést mutat (p<0.05) az oldészerrel és az olanzapinnal kezelt csoportok
kozott.

Egyszeri olanzapin dozis hatasa a first meal size-ra

Az evett csoportokban nem volt statisztikailag szignifikans kiilonbség a first meal
size-ban az olddszeres és az olanzapinnal kezelt csoportok kdzott. Az atlagos meal size 2.66 +

0.5 g és 2.82 + 0.4 g az oldoszeres ¢és az olanzapinnal kezelt csoportokat illetden. Nem
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talaltunk statisztikailag szignifikans eltérést a first meal duration idOtartamat tekintve, a
kontroll és a gyodgyszeres csoportndl ezek az értékek a kovetkezok voltak: 13.9 £ 1.1 és 16.5
+1.2 perc. Végiil a teljes taplalkozasi periodust nézve sem talaltunk jelentds kiilonbséget az
elfogyasztott tap Osszmennyiségében, az oldoszerrel €s az olanzapinnal kezelt csoportok

kozott, melyeknek értékei: 4.33 + 0.5 és 4.05 £ 0.5 g voltak.

One-dimensional DPM eredményei

Az oDPM analizis alapja a parositas soran észlelt hasonlosag a két IP kozott, melyekre
ugy tekintiink, mint vektorokra egy tobbdimenzios térben. Az elnevezés azért ,egy
dimenzios” mert arra utal, hogy a két IP vektor kozotti tavolsag egydimenzios. Ennek a
mérésnek az eldnye, hogy a profilt a dokkolasi pontértékekbdl kapott mintazat jobban tiikkrozi,
mint a tényleges pontérték. Példaul, ha két gydgyszernek ugyanaz az IP-je, de kiillonbozo a
dokkolasi pontértékiik, a d értékiik kicsi lesz, ami nagyfoku hasonldsagra utal. Masfeldl az
egyszeri dokkolasi pontérték elszamolasa jelent6s hibat okozna a tavolsagmérésben. Ezt a
hibalehetdséget kikiiszobolték a DPM modszernél (Simon és mtsai 2012). Meg kell jegyezni
azonban, hogy kevesebb, mint 10 taggal rendelkezd csoport esetén a DPM nem alkalmazhato
a tulilleszkedés nagy valosziniisége miatt (Simon és mtsai 2012). Ezért a PPARy predikcio
csak olyan egyszerli modszerekkel érhetd el, mint amilyen az oDPM, fiiggetleniil attol, hogy
altalaban gyengébb a predikcid pontossaga, 6sszehasonlitva a DPM-el. Az atlagos gorbe alatti
teriilet értéke az oODPM-nél 157 hatascsoportra vizsgalva, melynek legalabb 10 tagja van,
0.62+0.12, mig a DPM pontossaga 0.97+0.03 (Peragovics és mtsai 2013). A referencia készlet
tagjainak a legkdzelebbi szomszédjainak a vizsgélata 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 (5. tablazat). (Dr. Simon

Zoltan és munkacsoportja eredményei.)
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Bromfenac Dantrolene Enthacapone Etakrin sav Ketorolac
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5. tablazat. A kivalasztott 10 generikus molekula és azok mar ismert farmakolégiai hatasai/indikaciéi. (A molekula
sziirést a pesti munkacsoport végezte.)

Ebben a tablazatban feltiintettem a molekulak eredeti indikacioit. A talalt PPARy ligandok
kozott feltinden sok a nem-szteroid gyulladascsokkentdé (NSAID), prosztaglandin,
prosztaciklin. Ez utobbiaknak szintén gyulladdscs6kkentd hatasuk van. Ez a megfigyelés azért
is érdekes a talalatok szempontjabol, mert a diabéteszt gyulladasos betegségnek tekintik
(Donath és Shoelson 2011).

A listan kétszeres eldforduldst mutatott tovabbi 44 vegylilet, mig 116 gyogyszer egyszer
jelent meg, ezeket a jelen vizsgalatnal figyelmen kiviil hagytuk. A kivalasztott 10 vegyiilet IP
hasonldsagi matrixa az 6. tablazatban lathat6. Megjegyzendd hogy a vegyiiletek kozel allnak

52



egymashoz és gy tlinik, hogy egy meglehetdsen 0sszefliggd csoportot alkotnak, hasonldak a
referencia készlethez (4tlag IP tavolsdg 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
vegylilet, mely messze van a tobbitél. Ezen eredmények alapjan nem lehet tovabbi finomitast

végrehajtani a predikcion, ezért ezt a 10 vegyiiletet tovabb in vitro vizsgaltuk.

[<5) [«5) >
2 2 > o S o &
8 2 £ g S z £ g2 3 S
S © = 3 = = Q@ jut <} >
O o - Q. b _
8 8 S o 5 X S 5 = =
4 L - zZ n L m - o =
0 1.389 1.004 1.550 1.045 1.188 1.181 2.520 1.775 1.031 Ketorolac
0 1.258 1.516 1.157 1.103 1418 2.320 1.483 1.343  Entacapone

0 1504 0.867 1197 1199 2348 1619 0.914 Tolmetin
0 1639 1458 1676 2756 2.066 1492 Nitazoxanide
0 1228 1174 2384 1668 0.939 Suprofen
0 1516 2545 1517 1298 Etakrinsav
0 2.380 1958 1.328 Bromfenac
0 2,326 2.534 Lubiprostone
0 1.917 Dantrolene
0 Tiaprofén sav

6. tablazat. A 10 generikus molekula prediktalt TP mintazatinak tavolsagi értékei. (A tavolsagi értékeket a pesti
munkacsoport hatarozta meg.)

In vitro tanulmany eredményei
A FABP4/aP2 gén expressziojara gyakorolt hatas

A megvizsgalt 10 vegyiilet koziil 6 (dantrolene, entacapone, etakrin sav, ketorolac,
tiaprofen, tolmetin) nem novelte a FABP4/aP2 gén expresszidjat MM6 sejtvonalon. Masfeldl
a bromfenac, nitazoxanide, suprofen és lubiprostone jelentésen fokozta a FABP4/aP2 gén
atirodasat. Mindemellett az indukalt mRNS expresszié fokozddds MM6 sejtvonalon
egyértelmilen latszott a 4 szerrel torténd kezelés hatasara. A suprofen szignifikdns mRNS
szint emelkedést okozott a legalacsonyabb koncentracioban (10'8 M), de a novekvd
koncentracioknal mar nem volt megfigyelhet6 tovabbi mMRNS expresszi6 fokozodas, kivétel a
legnagyobb koncentracidban (10 M), de ez az érték nem volt szignifikans az alacsonyabb
koncentracioknal mért aktivitasfokozodashoz képest (13.4bra). A lubiprostone szintén
szignifikdns mRNS szint ndvekedést okozott a legalacsonyabb koncentracidban (10'8 M),

viszont a ndvekvO koncentraciok és az altaluk kivaltott hatds kdzott nem volt Gsszefiiggés,
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tehat az mRNS expresszio fokozodas ennél a szernél sem volt koncentraciofiiggd (14. abra).

A két masik vegylilet, a bromfenac ¢és a nitazoxanide esetében tiint az aktivitasfokozodas

crer

s

rdadasul ez a hatas koncentraciofiiggd modon fokozta a FABP4/aP2 gén aktivitasat. Viszont
10® M koncentracioban az eltérés nem volt szignifikans, de itt a nagyobb SD magyarazhatja a

nem szignifikans eltérést.

A FABP4/aP2 gén expresszidjanak valtozéasait szazalékosan is meghataroztuk,
altal 1étrehozott hatast (15. abra). Ebben az 6sszehasonlitasban a lubiprostone bizonyult a
leghatékonyabbnak, mintegy 10-szeres aktivitasfokozddast 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, koncentraciofiiggd modon fokozta a FABP4/aP2
gén expresszidjat MM6 sejtvonalon. Rédadasul ez a stimuldlé hatas a FABP4/aP2 gén
kifejez0désére a tobbi szerhez képest 1ényegesen nagyobb volt. Ugyanakkor elmondhato,
hogy az oldoszerek dnmagukban nem hoztak 1étre semmilyen valtozast a FABP4/aP2 gén
expressziojaban (11,12,13,14. abra). A génexpresszios vizsgalatokat az ELTE Biokémiai

Tanszékén végezték.
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11. 4bra. A bromfenac (10° — 10° M) hatisa a FABP4/aP2 gén expressziojara MM6 sejtvonalon. A csillag (*)
szignifikdns eltérést jelent az oldoszeres kontrollhoz képest (p<0.05). (ELTE Biokémia Tanszék)
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12. dbra. A nitazoxanide (10® — 10° M) hatisa a FABP4/aP2 gén expresszibjara MMG6 sejtvonalon. A csillag (*)
szignifikans eltérést jelent az oldoszeres kontrollhoz képest (p<0.05). (ELTE Biokémia Tanszék)

55



0,15

0,10

0,05 5

A\
A}

0,0025

0,0020

2

0,0015

] *
0,0010 ~ T l .

Normalizalt RNS expresszio szintje

0,0005

0,0000

DMSO Rosiglitazon Suprofen
Etanol 10* 107 10° 10° 107 10° 10°

13. abra. A suprofen (10° — 10° M) hatasa a FABP4/aP2 gén expressziojara MMG6 sejtvonalon. A csillag (*)
szignifikans eltérést jelent az oldoszeres kontrollhoz képest (p<0.05). (ELTE Biokémia Tanszék)
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14. dbra. A lubiprostone (10° — 10° M) hatisa a FABP4/aP2 gén expressziojara MMG6 sejtvonalon. A csillag (*)
szignifikans eltérést jelent az olddszeres kontrollhoz képest (p<0.05). (ELTE Biokémia Tanszék)
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15. abra. A suprofen, lubiprostone, bromfenac, nitazoxanide alkalmazott legnagyobb koncentraciéjara létrejott
MRNS expresszié mértéke (p<0.05). (ELTE Biokémia Tanszék)

In vivo vizsgalat eredményei
A teljes test inzulinérzékenységének meghatarozéasa

A generikus gyogyszerekrdl fellelheté irodalmi informaciok és az in vitro tesztiink
eredményeként az in vivo kisérlethez a NTX-ot valasztottuk ki, hogy meghatarozzuk az
inzulinérzékenyité hatasat T2DM-es patkanyokon. A kiilonbozd kezelési modok glikémids
kontrollra kifejtett hatasat a 6. tablazatban foglaltam Gssze. A zsirdus tapon tartott allatok
inzulin rezisztenssé valtak, de nem alakult ki naluk cukorbetegség a 3. hét végére. Az
intraperitonealis STZ kezelésben részesiilt patkanyok 2 hét zsirdus diétat kdvetden nemcsak
csokkent inzulinérzékenységet mutattak az egészséges allatokhoz képest, hanem éhgyomri
hiperglikémia is mérheté volt naluk, azaz ezek az allatok T2DM-sé valtak. Az olddszerrel
kezelt egészséges és HFD-s csoportban 1év0 allatoknak szignifikdnsan alacsonyabb vércukor
értékei voltak, ugyanakkor emelkedett GIR és ISI volt jellemzd rajuk, Osszehasonlitva a
HFD+STZ-s patkanyokkal (16. abra). A NTX kezelés dozisfiiggden javitotta a glikémias
allapotot a HFD+STZ-vel kezelt T2DM-es patkanyokban. A glikémias allapotban
bekovetkezd javulast a szignifikansan emelkedd GIR (mely az euglikémia fenntartisahoz
szlikséges), illetve a HEGC alatt mért ISI novekedése mutatja, azokban az allatokban melyek

8 napon at 200 mg/kg NTX-ot kaptak (16. abra). Az éhgyomri vércukorszint az olddszeres

57



HFD+STZ csoportban jelentdsen ndtt, sszehasonlitva az oldoszerrel kezelt egészséges vagy
a HFD-vel etetett allatokkal (7. tablazat). A NTX kezelés az éhgyomri vércukor értékeket
minden doézisban csokkentette, ¢s a legnagyobb vizsgalt dozisban elérte a statisztikailag
szignifikans szintet (p<0.05) (6. tablazat). Az éhgyomri plazma inzulin szint megemelkedett
az osszes olyan csoportban, ahol T2DM fejlédott ki (HFD+STZ+oldészer, HFD+STZ+NTX),
de a NTX kezelés az inzulin szintben nem okozott jelentds valtozast az STZ kontrollhoz
képest (7. tablazat). Végiil nem talaltunk szignifikans eltérést a MCRI-ben egyik kezelési
csoportban sem (16. abra). A nyugalmi atlag artérias kozépnyomasban nem volt valtozas a

csoportok kozott (7. tablazat).

Ehg"yolmri Ehgyc_)mri _ A"tla’g artérié}s Teststly
glikéz plazma inzulin kozépnyomas @

(mmol/l) (LU/ml) (Hgmm)
Egészséges, oldoszeres 4.3£0.3* 5.8+0.4* 124+11 341422
HFD+oldoszer 4.37+0.7* 5.3+£0.3* 129+12 384426
HFD+STZ+oldoszer 8.7+1.3 17.54£5.5 12948 345435
HFD+STZ+NTX 50 mg/kg 8.5+1.5 14.3+4.7 122412 366421
HFD+STZ+NTX 100 mg/kg 8.1+1.4 17.2+4.4 126+13 372433
HFD+STZ+NTX 200 mg/kg 7.3£1.2% 18.745.2 127+10 370430

7. tablazat. A 8 napos NTX kezelés (50mg/kg/nap, 100mg/kg/nap és 200mg/kg/nap) hatasa az éhgyomri vércukor- és
plazma inzulin szintre, a nyugalmi artérias kozépnyomas és a testsuly mért értékei. A csillag (*) szignifikansan
kiilonboz6 értékeket jelol az STZ kontrollhoz képest (p<0.05).
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16. abra. A 8 napon at tarto NTX kezelés (50 mg/nap, 100 mg/nap, 200 mg/nap, per os adagolva naponta kétszer)
hatdsa a GIR, ISI és az MCRI értékekre. A csillag (*) statisztikailag szignifikans eltérést jelent a HFD+STZ és
oldodszerrel kezelt csoporthoz képest.
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Megbeszélés

Els6 célkitlizésiink az volt, hogy megvizsgaljuk az olanzapin MIS-re gyakorolt hatasat
néstény patkanyokban anélkiil, hogy az a teststlyban valtozast idézne el6. Az AAP-ok
mellékhatasainak vizsgalatdhoz nehéz megfeleld kisérleti allatot valasztani, szamos esetben
nem hozzak a vart metabolikus eltéréseket, viszont ami bevalt allatmodellnek tekintheto ezen
szerek vizsgalatdhoz, azok a ndstény Sprague-Dawley patkanyok, ezért ezeket valasztottuk
kisérletiinkhoz. Azt is célul tiiztiik ki, hogy feltarjuk az egyszeri oralis olanzapin dozis hatasat
a taplalkozasi szokdsokra ¢s a taplalkozas soran felszabaduld hormonok plazma szintjére,
melyek feleldsek lehetnek az olanzapin okozta anyagcsere valtozdsok biokémiai
folyamatainak elinditasaban. A MIS mechanizmust eldszor egy kanadai kutatocsoport irta le a
90-es évek kozepén (Lautt 1999). Késobb intenziv kutatasok indultak el ezen a teriileten
melyek soran szdmos részét tartdk fel e mechanizmusnak, beleértve a n. vagus és a muszkarin
receptorok szerepét (Latour és Lautt 2002) valamint a szenzoros effektor utvonalak
részvételét (Porszasz és mtsai 2003), azok farmakoldgiai befolyasolhatosagat (Sadri és mtsai
1997) és a posztprandialisan felszabadulé CCK feltételezett fokozo hatasat (Peitl és Szilvassy
2007). A MIS mechanizmusnak a klinikai jelentdségét kiemeli az a megfigyelés, hogy annak
hosszabb tavi karosodasa az emberi T2DM-hoz hasonlé allapotot eredményez (Herczeg és
mtsai 2007), ugyanakkor a MIS gyogyszerrel torténd aktivacidja javithatja a kisérletes
diabéteszt (Lautt és mtsai 2011). Ezek pedig arra engednek kovetkeztetni, hogy a MIS
lehetséges farmakologiai  célpont, melynek kiaknazasaval javithatd lehetne az
inzulinérzékenység inzulin rezisztens betegekben. Ezenkiviil a kisérletiink eredménye ismét
megmutatta a MIS alapjelenségét, azaz a fokoz6do inzulin érzékenységet mutattuk ki az evett

allatokban 6sszehasonlitva az €heztetett csoporttal.

Az olanzapin az elhizasra leginkabb hajlamositdé AAP-ok kozé tartozik (Allison és mtsai
1999, Newcomer 2005, Rummel-Kluge és mtsai 2010). Preklinikai és klinikai vizsgalatok
bizonyitottak, hogy az olanzapin mar a testsulyndvekedést megel6zden is képes metabolikus
miikodési zavarokat okozni egyéb pszichés megbetegedés jelenléte nélkiil is (Hahn és mtsai
2011, Houseknecht és mtsai 2007, Newcomer és mtsai 2002, Teff és mtsai 2013).
Kisérletiinkkel mi is megerdsitettilk, hogy az olanzapin képes rontani a teljes test
inzulinérzékenységet, melyet a megnovekedett HOMA-IR jelez, zsirszovet gyarapodas illetve

elhizas nélkul.
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A MIS mechanizmus feltételezett miikodése, az atropinra adott azonnali valasz alapjan
azt varhattuk volna, hogy az olanzapin a M3 receptor iranti affinitdsa révén a MIS-t lerontja
(Porszasz és mtsai 2003, Weston-Green és mtsai 2013, Xie és Lautt 1994). Meglep6 mddon
azonban az olanzapin egyszeri per os dozisa vizsgalatunkban nem befolyasolta a MIS-t.
Mindebbdl az olanzapin receptor affinitasi profiljanak (Matsui-Sakata és mtsai 2005) és a
MIS atropin-érzékenységének (Lautt 1999, Peitl és mtsai 2005) megfeleléen arra
kovetkeztethetiink, hogy az M3 receptor nem jatszik jelentOs szerepet legalabb is az olanzapin
MIS-re gyakorolt hatasaban. Ugyanakkor nem =zarhatdo ki, hogy az olanzapin
plazmakoncentracidja nem csokkent-e le a RIST vizsgalat alatt, hiszen a plazma féléletideje
jelentdsen rovidebb ragesalokban, mint emberekben (Aravagiri és mtsai 1999, Choi és mtsai
2007) és koriilbeliil 2 ora telt el a gyogyszerbeadastol az inzulin infGzié elinditasaig. Az
olanzapin MIS-re gyakorolt hatastalansaga kapcsan azt sem zarhatjuk ki, hogy mas dozisban
az olanzapin képes ezt az adaptiv inzulinérzékenyitdé mechanizmust befolydsolni. Az
olanzapin hatasanak elmaradasat az étkezés hatasara 1étrejott teljes test inzulinérzékenység
fokozodéasara nem lehet magyarazni a taplalkozasi viselkedés megvaltozasaval sem, mivel az
altalunk végzett kisérletben az olanzapin nem befolyasolta az elsé étkezésnek sem a
mennyiségét, sem az idotartamat és az elfogyasztott tdp Osszmennyiségében sem talaltunk
kiilonbséget a gyogyszeres illetve kontroll csoportok kozott. Ezek a megallapitdsaink
egyeznek korabbi megfigyelésekkel, amelyek szerint az olanzapin nem befolyasolta a
taplalékfelvétel mennyiségét (Chintoh és mtsai 2008, Weston-Green és mtsai 2011, Weston-
Green ¢s mtsai 2012), de csokkentheti az étkezések kozott eltelt idot, igy okozva ezaltal
hiperfagiat (Lee és Clifton 2002). Az olanzapinnal kezelt patkanyokban megfigyelt,
taplalkozaskor felszabaduld hormon szintekben bekovetkezd valtozasok utalhatnak az inzulin
rezisztencia és a hiperfagia folyamatainak kezdeti 1épéseire. Mind a ghrelin (¢hség szignal),
mind az inzulin (jollakottsag szignal) valasz csokkent posztprandidlisan, ezek azt sugalljak,
hogy egy akut karosodas 1éphetett fel a taplalékfelvétel szabalyozasaban. Ezek a valtozasok
eldidézhetik a két étkezeés kozott eltelt 1d6 csokkenését, vagyis az taplalkozas frekvencidjanak

¢s igy a napi elfogyasztott taplalék 6sszmennyiségének ndovekedését.

Egyetlen tanulmany vizsgalta az olanzapin taplalkozashoz ko6t6dé hormonokra
gyakorolt hatasat (van der Zwaal és mtsai 2012). Ebben a tanulmanyban megnovekedett first
meal size-t és jelentésen megemelkedett preprandialis teljes plazma ghrelin szintet mértek az
olanzapinnal kezelt patkdnyokban. Ugyanakkor a posztprandialis aktiv ghrelin szint hasonl6

volt az oldoszerrel és az olanzapinnal kezelt csoportoknal. A mi kisérletiinkben nem talaltunk
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jelentds kiilonbséget a first meal size és a preprandialis ghrelin szintek kdzott az olddszerrel
¢s az olanzapinnal kezelt patkanyok kozott, de a posztprandialis ghrelin vélasz lecsokkent az
olanzapinnal kezelt patkdnyok esetében. A két tanulmany kozott fellelhetd eltérést
magyarazhatja a patkanyok neme és kora kozti kiilonbség, a beadas modja illetve hogy a van
der Zwaal-féle tanulmanyban a patkanyokat betanitottak az étkezés varhato idépontjara (van
der Zwaal és mtsai 2012). Masrészt a csokkent posztprandialis ghrelin €s inzulin vélasz
szintén alatamasztja a karosodott ghrelin €s inzulin hatés feltételezett szerepét az olanzapin
altal indukalt hiperfagia kifejlodésében. Bar nem volt statisztikailag szignifikans eltérés a
tobbi vizsgalt hormon szintjében, ez nem zéarhatja ki, hogy az olanzapin kezelés
megvaltoztathatja ezeket a paramétereket, mivel a tanulmanyunkban a hormon
meghatarozasokhoz a vérmintdkat a kb. 2 oréval az étkezés illetve olanzapin beadds utan
vettiik le, igy nincs informacionk ezeknek a hormonoknak a posztprandialis szintjérdl az els6
2 dradban. Vannak olyan beszamolok melyekben jelzik, hogy patkdnyokndl 2 6raval az OGTT
vagy adott teszt-étkezés utan, a metabolikusan fontos hormonok plazma szintje visszatér az
alap szintre (Chen és mtsai 2010). 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 sugalljdk, hogy
a rovid tavu oralis olanzapin kezelés nem befolyasolja a bélhormonok felszabaduldsat

(Vidarsdottir és mtsai 2010).

Masik tanulmanyunk célja volt, hogy olyan generikus gydgyszereket talaljunk, melyek
PPARYy receptor agonista hatdssal 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 kivalasztott 10 molekula kozil 4 volt képes az FABP4/aP2 gén
expresszidjat fokozni, melynek kifejez6dése PPARy aktivaciohoz kotott. A 4 generikum
koziil a NTX-ot valasztottuk ki az in vitro eredmények alapjan és a feltételezett PPARy
aktivalo hatasat HEGC modszerrel vizsgaltuk tovabb in vivo diabéteszes patkany modellben,
hogy felderitsiik annak inzulinérzékenyité tulajdonsagat (DeFronzo és mtsai 1979, Reed és

mtsai 2000).

A gyogyszerfejlesztés folyamata igen koltségessé valt az utdbbi évtizedben. Szamos

kisérletet tettek arra, hogy lerdviditsék a gyogyszerek piacra keriiléshez sziikséges idejét
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(,,time to market”) és csokkentsék a gyartasi folyamat az anyagi raforditasanak nagysagat. Az
emlitett nehézségek megoldasa érdekében a gyogyszeripar érdeklodését a generikumok
megujitasara iranyitotta. Ha a gyodgyszereket ugyanabban, vagy alacsonyabb doézisban, és
hasonlé kezelési id6tartamban kivanjuk hasznalni, mint ahogy azt eredeti indikaciojukban
meghatdroztak, a gyogyszerfejlesztés szdmos 1épése megsporolhatd, de legalabbis is
lerovidithetd, mint amilyenek példaul az id6- és koltségigényes toxikologiai vizsgalatok. Erre
példaként emlitem meg munkacsoportom egy korabbi publikaciojat (Peitl és mtsai 2006),
melyben bizonyitottuk, hogy a cicletanine — egy phosphodiesterase enzyme (PDE) 1-5 gatlo
szer (eredetileg hipertonia kezelésére kifejlesztett gyogyszer) — képes fokozni a teljes test
inzulinérzékenységet inzulin rezisztens nyulakban, alacsonyabb doézisban, mint ami a

kardiovaszkularis hatas kivaltasahoz sziikséges (Peitl és mtsai 2006).

Jelenlegi kutatasunk aktualitasat alatdmasztja az a tény, hogy a diabétesz prevalenciaja
globalis novekedést mutat, és ebben a kronikus betegségben szenvedd emberek szdma mar
elérte a 347 milliét (Danaei és mtsai 2011). Masfel6l a diabétesz kezelésére alkalmas
gyogyszerek szama behatarolt, a leggyakrabban felirt gyogyszereknek, a TZD-knek pedig
szdmos mellékhatdsa van, mint példaul: periférids és centralis 6démaék, kongesztiv
szivelégtelenség vagy épp csonttorések (Loke és mtsai 2009, Mudaliar és mtsai 2003, Nesto
¢s mtsai 2004). Noha ezek a mellékhatasok a PPARY receptor aktivacidjanak kovetkeztében
jonnek létre, a receptor konformacidja a kulcs, mely meghatidrozza a korepresszorok és
koaktivatorok affinitdsat a ligand kotott PPARy receptorhoz, mely 4altal 1étrejon a
géntranszkripcid és a bioldgiai valasz a PPARy aktivacié utan (Higgins és Depaoli 2010,
Zhang és mtsai 2007). A PPARy receptor aktivacidjanak sokrétli szabalyozasa és a
szignaltranszdukcids utvonalak lehetévé teszik, hogy egy olyan szelektiv PPARy modulator
molekulat tervezziink, mely inzulinérzékenyitd hatdsdnak megtartasa mellett nem rendelkezik

az elobb emlitett mellékhatasokkal.

Ebben a tanulméanyban a receptor-ligand kolcsonhatast szdmitogép segitségével
modelleztiik, mely nagy molekulakonyvtarak eredményes szlirését biztositja. Az FDA Aaltal
elfogadott generikus molekuldkat tartalmazé adatbazis sziirésével kapott eredményeink
alatamasztottak az eredeti elképzelésiinket, miszerint az alkalmazott in silico oDMP
modszerrel megkdnnyithetd a gyogyszerjeldlt molekula kivalasztasa, ha ismerjiik vegytiletiink

crer

¢és a generikus gyogyszerfejlesztési stratégidnak az elényeit. Az oDPM hasznélata lehetdvé
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teszi, hogy a molekulakonyvtarbol viszonylag rovid idé alatt molekula jeldlteket
szelektaljunk. Generikumok 1) terdpids indikacioban torténd felhasznalasa lerdviditi a
gyogyszerfejlesztési folyamatot. Azonban az in silico predikcios modszernek korlatai is
vannak. Példaul nem tudja kimutatni, hogy a receptor-ligand koélcsonhatas eredményeként
vajon agonista vagy antagonista valasz jon-e létre. Ahhoz, hogy ezt a fontos kérdést a
megvalaszoljuk, Iin vitro és in vivo kisérleteket is elvégeztiink. Az oDPM moddszer nem
alkalmas arra, hogy kiilonbséget tegyen a 4 in vivo aktivnak taldlt vegyiilet kozott, és a
megjosolt tobbi molekula szintén alatimasztja az in Vvitro teszt jelent0ségét és emlékeztet az in
silico modszer korlataira. Valamint az oDPM moddszer nem képes eldre jelezni a vegyiiletek
lehetséges mellékhatdsait sem. A mellékhatdsok megjoéslasa sokkal bonyolultabb, mint az itt
bemutatott predikcids folyamat, mivel a mellékhatds adatbdzisok gyakran hidnyosak és
szdmos kérdés még megvalaszolasra var (azaz a kedvezdtlen események kétes terminoldgidja,
az alkalmazott kezeléstdl ¢és adagolastél fiiggd kedvezdtlen hatasok eléfordulési
gyakorisdganak kezelése stb.). Természetesen egy hatéslistdn a kozeli IP szomszédsagban
1év6 molekulék targetjei jelezhetik a varhato mellékhatasokat. (pl: egy megjosolt angiotenzin-
konvertdz enzim gitld hatas rdmutat a vérnyomasban bekovetkezd lehetséges valtozasra.) A
jovobeli kutatasokban lehetdség nyilik a jobb hatasfokt DPM modszer hasznalatara az oDPM

helyett, nagyobb csoportok tanulméanyozasa esetén.

Az in vitro kisérletiinkb6él kideriilt, hogy a listin megjelend, altalunk kivalasztott
generikumok képesek koncentraciofiiggden stimulalni a PPARy receptort. Végiil, az in vivo
kisérletet azért hajtottuk végre, hogy megvizsgaljuk, vajon a PPARy aktivacio eredményeként
létrejon-e inzulinérzékenység fokozodas az inzulinrezisztens cukorbeteg patkany modellben.
A teljes test inzulinérzékenységet HEGC modszerrel hatdroztuk meg, mely az
inzulinérzékenység meghatarozasanak arany standard modszere emberben (DeFronzo és
mtsai 1979). Miutan a PPARy receptor aktivacio altal 1étrejott inzulinérzékenyité hatas
kifejlodéséhez néhany nap sziikséges, az allatokat 8 napig kezeltiik, mely elégnek bizonyult
az inzulinérzékenyitd hatas kifejlodéséhez ragesalokban (Chakrabarti és mtsai 2003, Kramer
¢s mtsai 2001). Eredeti elképzelésiink szerint a kivalasztott generikus gyogyszerek
feltételezett inzulinérzékenyitd hatdsat abban a dézistartomanyban akartuk megvizsgalni,
ahogy eredeti indikaciojukban adtak. Ebben a tanulmanyban a nitazoxanide (Alinia®),
generikus  gyogyszer inzulinérzékenyitd hatdsat vizsgaltuk, mely a thiazolide
gyogyszercsoport elsoként forgalomba keriilt képviseldje, protozoon ellenes hatdssal

rendelkezik. E hatdsnak feltételezett mechanizmusa a piruvat:ferredoxin oxidoreduktaz
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enzim-fiiggd elektron transzfer gatlasa (Hoffman és mtsai 2007). Az antiprotozoon hatas
mellett antiviralis hatdsat is feltételezik, mely a virdlis hemagglutinin gatlasdn keresztiil
valosul meg, igy gétolva a virus gazdaszervezet plazmamembranjan torténd megtapadasat és
karositva annak intracellularis jelatvitelét (Rossignol és mtsai 2009). Masfelél a PPARy

receptor aktivalo hatasarol nincsenek irodalmi adatok, és a nyilvanos adatbazisok sem emlitik.

Immunszuppresszalt cryptosporidosisos patkany modellben a NTX gatolni képes az oocytak
vedlését 50-200 mg/kg/nap dozisban (Li és mtsai 2003). Ezét valasztottuk mi ezt a dozis
tartomanyt, a kezelési idot pedig 8 napban allapitottuk meg, mert ennyi id6 sziikséges a
PPARy aktival6 hatas kifejlodéséhez. Ugyan a klinikai gyakorlatban a NTX kezelés 3-5 napig
tart protozoon fertdzés esetén, de az elérhetd preklinikai toxikologiai vizsgalatok adatai
alapjan a szer hosszabb tavi alkalmazas soran is biztonsagosnak mondhatdé (Murphy és
Friedmann 1985). Ezek a tulajdonsagok teszik a NTX-ot idealis generikus gyogyszerjeloltté,

hogy 1j klinikai indik4cioban legyen adhatd, mint inzulinérzékenyitd vegyiilet.

Jelenlegi munkank ujdonsaga az oDPM mddszer prediktiv értékének bemutatasa egy
PPARYy ligand keresése kapcsan. Az oDPM modszer pozitiv prediktiv értéke alatamaszthato
az in vitro méréssel, ahol a NTX koncentraciofiiggé modon aktivalta a FABP4/aP2 gén
kifejez6dését MM6 sejtvonalon, mind pedig az in vivo kisérletekkel, ahol dozisfiiggd
inzulinérzékenyité hatast mutatott inzulin rezisztens, T2DM-0s patkany modellben. Bar nem
hataroztuk meg a PPARy mMRNS-ének és protein expresszidjanak mértékét szovetmintakbol
az in vivo kisérletiink soran, de az eredményeink azt sugalljak, hogy az inzulinérzékenység
novekedése a periférids inzulin érzékeny szovetek fokozott gliikkdz felvételének eredménye,
mivel mind a GIR, mind pedig az ISI értékei néttek NTX hatasara. Masfel6l 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 folyamatdhoz, amit PPARy stimuldcié utdn varunk. Nem tapasztaltunk
valtozast sem a testsulyban, sem a szisztémas vérnyomasban a NTX kezelés hatasara.
Megjegyzendd azonban, hogy a kezelési periodus csupan 8 nap volt, tehat nem zéarhat6 ki,
hogy egy hosszabb tava kezelés, valtozasokat idézhet el6 az emlitett két paraméterben. Egy
atfogobb tanulmény, melyben a kronikus NTX kezelés szervrendszerekre gyakorolt hatasat

vizsgalnank, vélaszt adna erre a kérdésre.
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Osszefoglalas

Preklinikai és klinikai vizsgalatok igazoljak, hogy az atipusos antipszichotikumok
koz¢ tartozd olanzapin akutan képes inzulinrezisztenciat és metabolikus zavart okozni. Arra
vonatkozoan azonban nincs az irodalomban fellelhetd adat, hogy az étkezésre aktivalodo
endogén inzulinérzékenyité mechanizmust (MIS) is képes-e befolyasolni. Vizsgalataim
alatamasztottak azokat a korabbi megfigyeléseket, miszerint az olanzapin a teststlyra
gyakorolt hatasatol fiiggetleniil is képes inzulinrezisztenciat kivaltani. Emellett a plazma
ghrelin szintre gyakorolt hatdsa arra enged kovetkeztetni, hogy a karosodott jollakottsag-
illetve éhségérzet is szerepet jatszik a tartds olanzapin kezelés soran fellépé elhizasban. A
legfontosabb eredeti megfigyelésem azonban annak igazolasa, hogy az olanzapin (Szemben az
¢hgyomri inzulinérzékenységre gyakorolt hatdsatol) az étkezére aktivalodd endogén

inzulinérzékenyité mechanizmust nem karositja. Ez pedig felveti annak lehetségét, hogy a

crer

Molekula adatbazisok in silico sziirésével illetve generikumok uj indikacioban valod
alkalmazdsaval a gyogyszerfejlesztés 1do- és koltségigénye jelentdsen lecsokkenthetd.
Tanulmanyunkban e két modszert 6tvoztiik annak érdekében, hogy olyan generikus molekulat
talaljunk, mely PPARy receptor aktivald tulajdonsaga révén inzulinérzékenyité hatassal
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

crer

kifejlesztéséhez.
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Summary

Olanzapine, which is one of the AAP, can acutely induce insulin resistance and
metabolic derangement according to previous preclinical and clinical observations. But we do
not know (there is no data in the literature) whether it is able to modulate the meal-induced
insulin sensitization (MIS). Here we corroborated that olanzapine can induce insulin
resistance in the absence of increased adiposity or obesity and these changes are in agreement
with previous observations. However, the changes in ghrelin levels observed in olanzapine
treated rats suggest an acute impairment in the regulation of feeding behaviour, which can
play a role in the chronic olanzapine treatment induced weight gain. It was proven that the
MIS was preserved in response to a single oral dose of olanzapine, which is the major original
finding of our study (against the effect on the basal insulin sensitivity). The importance of this
finding is that pharmacological activation of the MIS can improve insulin sensitivity in
patients with olanzapine-induced insulin resistance.

Using in silico computational molecular database screening and reintroduction of
generic drugs by second medical use patents helps to decrease the time and resources needed
for drug development. In this study we combined these two methods (ways) in order to
identify a generic molecule, which is able to improve insulin sensitivity through its PPARYy
receptor activation property. The main discovery of the present study is the demonstration of
the predictive value of the oDPM method in searching for PPARy ligands. Our results
presented the usefulness of this method in the screening of the molecule database for lead
selection, and we discovered and supported the insulin sensitizing effect of nitazoxanide, in
both in vivo and in vitro experiments. This generic drug can be a prototype chemical structure

of the new generation of insulin sensitizers.
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