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1. BEVEZETES

Az elhizas az utobbi évtizedekben egyre nagyobb méreteket Olt a nyugati
tarsadalmakban, és jelentésen megnoveli szamos megbetegedés, igymint a kettes tipusa
diabétesz, a hipertonia, kiilonb6zé kardiovaszkularis elvaltozasok, és egyes tumorok
kialakulasanak kockazatat. Ezen betegségek ellatasa oriasi terhet ro az egészségiigyre és
a gazdasagra, azonfelill nagymértékben hozzajarulnak az elhizott betegek emelkedett

halalozasi aranyahoz.

Elhizas ugy alakulhat ki, ha a szervezet energiahaztartdsa zavart szenved, és a
lebontd folyamatokkal szemben a raktaroz6 mechanizmusok keriilnek el6térbe, és
emiatt nettd sulygyarapodas kovetkezik be. A kozponti idegrendszer a perifériaval
egylittmiikodve hatékony, és bonyolult rendszert alkot, mely a taplalékfelvétel és a
termoregulacio szabalyozasa révén biztositja az allando testslyt, am ugy tiinik, hogy a
nyugati tarsadalmakra jellemz6 taplalékboség €s életvitel megzavarja ezt az egyensuilyt,
és tulevés, inzulinrezisztencia alakul ki, mely id6vel szamos sz6vodmény kifejlodés¢hez

vezet.

A silyos mentalis zavarokkal, példaul skizofréniaval kiizd6 betegek korében az
elhizas még a normal populacidhoz viszonyitva is magas, ezzel egyiitt fokozottabb
kockazatnak vannak kitéve a diabétesz, a sziv- és érrendszeri megbetegedések és
szovodményeik szempontjabol. Tovabb rontja a helyzetet, hogy a skizofrén betegek
kezelésére terapiasan legalkalmasabb gyogyszeres készitmények sulyos metabolikus
mellékhatasokkal rendelkeznek, tovabb emelik a testsulyt, és inzulinrezisztenciat,
valamint diszlipidémiat valthatnak ki. A mellékhatasok patomechanizmusa maig nem
tisztazott, és ez nagymértékben akadalyozza a megfelelé intervencids lehetéségek

kifejlesztését.



2. CELKITUZESEK

Az atipusos antipszochotikumok metabolikus mellékhatasainak patomechanizmusat
kutaté eréfeszitések elsdsorban azok kozponti idegrendszeri timadaspontjait vizsgaltak,
mig a periférias hatasokrol, kiilonosen a gasztorintesztinalis peptidek lehetséges
szerepér6l nagyon keveset tudunk. Az olanzapin és klozapin kezeléssel kapcsolatos
taplalkozasmintazati eltérések nagyon hasonldak a CCK-1 receptor deficiens

patkanyokban megfigyelhetd valtozasokhoz.

Els6 célkitiizésiink annak vizsgalata volt, hogy vajon a CCK-1 medialt folyamatok
szerepet jatszanak-e a kronikus klozapin kezeléssel kapcsolatos elhizasban és
inzulinrezisztenciaban.  Kisérletiinkhoz  genetikailag CCK-1 receptor hianyos
patkanyokat alkalmaztunk, és azok egészséges parjait hasznaltuk kontrollként.
Tudomasunk szerint ezeken a vonalakon eddig atipusos antipszichotikum tanulmany

nem késziilt.

Munkacsoportunk korabbi vizsgalatai igazoltdk a CCK hatasat a posztprandialis
inzulinérzékenyitd mechanizmusban. Megfigyeléseink azt is bizonyitottak, hogy
egyszeri olanzapin kezelés hatasira a MIS nem karosodik, valamint azt, hogy a
taplalékfelvétel soran felszabaduld gasztrointesztinalis peptidek szintje nem valtozik.
Masodik célkitlizésiink annak vizsgalata volt, hogy vajon az egyszeri dozissal szemben
a kronikus kezelés alatt is megtartott marad-e az endogén inzulinérzékenyitd
mechanizmus, tovabba, hogy milyen moédon valtozik a gasztrointesztinalis peptidek
éhgyomri és posztprandialis szintje a kezelés végére. Kisérletiinket izotopos technikaval

kiegészitve a hepatikus inzulinrezisztencia mértékét is meg kivantuk hatarozni.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

Etikai engedélyek

Vizsgalataink soran minden allatkisérletet a laboratoriumi allatok védelmérdl és
hasznalatarol szolo rendelkezéseinek és az azokkal Gsszhangban 1év6, a Debreceni
Egyetem helyi etikai iranyelveinek a betartasaval végeztik (08/2007/DE
MAB&16/2007 DE MAB).

Kronikus klozapin kezelés metabolikus hatasainak vizsgalata CCK-1 receptor

hianyos Otsuka Long Evans Tokushima Fatty patkanyon
Kisérleti allatok

A kisérleteket him Long Evans Tokushima Otsuka (LETO) és Otsuka Long Evans
Tokushima Fatty (OLETF) patkanyokon végeztilkk (az allatok a japan Tokushima
Institute ajandékai voltak). A patkanyokat intézetiink kisérleti allathazaban tartottuk, 22-
24°C kozotti hdmérséklet és 50-70% relativ paratartalom mellett. A megvilagitas 12
oranként valtakozo vilagos/sotét periodusokbol allt. Az allatokat egyedileg elkiilonitve
metabolikus ketrecekbe helyeztik (3701MO081, Tecniplast Corp., Buguggiate,
Olaszorszag), és a 25 napos kisérleti periodus alatt ad libitum szabvany laboratoriumi
tapot (S8106-S011 SM R/M-Z+H, ssniff Spezialdidten GmbH, Németorszag) és

csapvizet kaptak.
Kezelési protokoll

Egy hetes akklimatizacios idészak utan a LETO és OLETF allatokat két-két
csoportba osztottuk (csoportonként n=8). Egy LETO ¢és egy OLETF csoport napi 10
mg/kg klozapint (Sigma-Aldrich Magyarorszag Kft., Budapest, Magyarorszag) kapott
szajon at 25 napon keresztiil, a masik két csoport kontrollként szolgalt, és a klozapin
oldoszerét kapta. A napi gyogyszer/oldoszer beadas a sotét periddus kezdete elott egy
oraval tortént. A klozapint 25 pl 1.2 M-os HCl-ban oldottuk fel, majd 0.9%-os NaCl
oldattal tovabb higitottuk. Az oldat pH-jat 1 M-os NaOH-dal 5.5 koriili értékre allitottuk
be. A klozapin oldatot 1 ml/kg végtérfogatban, oralis szondan keresztiil adtuk be.



Metabolikus mérések

A kisérleti allatok testsulyat, tap- és vizfogyasztasat, valamint a széklet- és
vizeletiiritést metabolikus ketrec segitségével, hétkdznapokon naponta mértiik, a hétvégi

valtozasokat a pénteki és hétfoi adatok kiilonbségét atlagolva hataroztuk meg.

A napi tapfogyasztas mellett a gyogyszerbeadast kovetd elsd étkezés (first meal)
id6tartamat, illetve az az alatt elfogyasztott tap mennyiségét is meghataroztuk. Erre a
kezelés 21. napjan keriilt sor. Az allatok eldl elvettiik a tapot, és 6 6ra mulva szajon at
klozapint/olddszert kaptak a kisérleti protokollnak megfeleléen. 2 o6raval a
gyoOgyszerbeadas utan a tapot visszaadtuk, és video megfigyel6 rendszeren keresztiil
figyeltiik a taplalkozasi viselkedést és a tapfogyasztast. A first meal soran elfogyasztott
tap tomegét (first meal size, FMS) és a first meal idétartamat (first meal duration, FMD)
van der Zwaal ajanlasa alapjan hataroztuk meg: egy étkezésnek vettiik, amelyben az
allat legalabb 1 kcal tapot fogyasztott, és a taplalkozasi mintazatban nem volt 6t percnél

hosszabb sziinet. A 6 6ras éheztetés miatt a 21. napi metabolikus méréseket melldztiik.

A first meal mérést kovetden a kezelési protokollt tovabb folytattuk a kisérleti
idoszak végéig. Az utolsé metabolikus mérés az inzulinérzékenység meghatarozast
megel6z6 napon tortént (24. nap), ugyanis a kisérlethez sziikséges 16 oras ¢éheztetés

miatt az allatok koriilbeliil 20 g testsulyt veszitettek a kisérleti napra.

A taplalkozasi hatékonysagot ugy hataroztuk meg, hogy a testsulyvaltozast

elosztottuk az utolsd 24 oraban elfogyasztott tap tomegével.

A kisérletek végén az allatokat az arteria carotison keresztiil elvéreztettiik. A
vérmintakat centrifugalas (10000g 2 percig 4°C-on) utan -70°C-on taroltuk tovabbi
mérésekig. Az adipozitds meghatdrozasahoz a perirenalis, intraabdominalis és
epididimalis fehér zsirszovetet eltavolitottuk, sulyukat lemértiik, ¢és szazalékos

formaban, a testsulyhoz viszonyitva abrazoltuk.
Az inzulinérzékenység meghatarozasa

A teljes test inzulinérzékenységének meghatdrozasara hiperinzulinémias

euglikémias gliikkoz clamp (HEGC) technikat alkalmaztunk. Az allatokat egy €jszakan at



éheztettik, majd 50 mg/kg intraperitonealisan adott tiopentallal elaltattuk Oket
(Thiopental Sandoz®, Sandoz Pharmaceutical PLC, Svajc). A mitét és a kisérlet alatt
az allatokat flithetd miitGasztalon tartottuk, mely 37-37.5°C maghdmérsékletet
biztositott. A nyak ventralis oldalan hossziranyl bemetszés utan feltart tracheaba
polietilén csovet vezettiink a spontan 1égzés biztositasa érdekében. A bal vena jugularis

két agaba és arteria carotisba kaniilt helyeztiink.

30 perc stabilizacios periodust kovetden az egyik intravénas kaniilon keresztiil
inzulin (Humulin R®, Eli Lilly, Indianapolis, IN, Egyesiilt Allamok) infuziot
inditottunk 6 mU/kg/min sebességgel, a masik kaniilon keresztiil 20 %-os gliikoz
infuziot kezdtiink adagolni. A kisérlet folyaman a gliikoz infuzid sebességét ugy
szabalyoztuk, hogy a vércukorszint az euglikémias tartomanyban (5.5 £ 0.5 mmol/l)
maradjon. A vércukorszintet vércukormérével (Accu-Chek, Roche Diagnostics,
Budadrs, Magyarorszag) hataroztuk meg az artérias kaniilon keresztiil 5-10 percenként
vett vérmintakbol. Az éhgyomri és az egyensulyi inzulinszint meghatirozasahoz
vérmintakat gyijtottiink az inzulin infizi6 inditasa elott, és az egyensulyi allapotban
(0.5 ml, 20 pul EDTA és 10 pl Trasylol; Bayer, Leverkusen, Németorszag). A mintakat
centrifugaltuk (Centrifuge 5415R, Eppendorf GmbH, Németorszag, 10000g 2 percig

4°C-on), ¢és a feliiluszokat -70°C-on taroltuk a késobbi mérésig.
Szamitott paraméterek
Gliikoz infiizios rata

A HEGC soran, altalaban az inzulin infuzié inditasat kovetd 90. perc koriil beall
egy legalabb 30 percig tartd egyensulyi (steady state) allapot, mely alatt a vércukorszint
stabilizalodik, és a gliik6z infizids sebességet nem, vagy csak minimalis mértékben kell
valtoztatni az euglikémia fenntartdsahoz. A steady state allapot alatti atlagos glikoz
infuzidés sebességgel (GIR) jellemezhetjiik a teljes test inzulinérzékenységét.
Feltételezve, hogy a kiilsé inzulinbevitel leallitja a maj glikoztermelését, a GIR az
inzulinszenzitiv periférids szovetek — elsésorban a vazizom és a zsirszvet —

glitkozfelvételével egyenld.



Inzulinérzékenységi index

Ha a kiils6 inzulin infuzié nem képes teljesen lecsokkenteni a maj glitkoztermelését
(pl. hepatikus inzulinrezisztencia esetén), akkor steady state alatt a periférias szovetek
nemcsak a kiilsdleg beadott, hanem a majbol felszabaduld gliikozt is felveszik. Ez
esetben a GIR nem jellemzi megfelelden a teljes test inzulinérzékenységét, ezért az
inzulinérzékenységi indexet (ISI) helyesebb alkalmazni. Az ISI-t a GIR és a steady state

plazma inzulin koncentracio hanyadosaként szamitjuk:

gliik6z infuzids rata

" steady state plazma inzulinszint
Az inzulin metabolikus clearance rataja

Inzulinrezisztencia esetén kompenzatorikus hiperinzulinémia fejlédik ki. Ez ugy
lehetséges, hogy vagy megemelkedik az inzulinszekrécio, vagy az inzulin szervezetb6l
torténd eltavolitasa (metabolic clearance rate of insulin, MCRI) csokken le. Az MCRI-t
ugy szamoljuk, hogy az inzulin infuzid sebességét elosztjuk a steady state és az
¢hgyomri plazma inzulinszint kiilonbségével:

inzulin infGziés rata
MCRI

- steady state plazma inzulinszint — éhgyomri plazma inzulinszint
HOMA-IR

A HOMA-IR index az éhgyomri inzulinrezisztenciat jellemz6 adat. Ugy képezziik,
hogy a mmol/l-ben megadott éhgyomri vércukorszint és a mU/ml-ben megadott

¢hgyomri plazma inzulinszint szorzatat elosztjuk 22.5-tel:

éhgyomri plazma gliikkézszint * éhgyomri plazma inzulinszint
22.5

HOMA - IR =

RNS extrakcid és reverz transzkripciod

A HEGC végeztével a patkanyokat elvéreztettilk, koponyajukat felnyitottuk,
agyukat eltavolitottuk, és a hipotalamuszt kimetszettilk. Az RNS-t RNEasy Mini Kit-tel
(Qiagen, Hilden, Németorszag) vontuk ki a hipotalamuszbol a gyart6 leirasa szerint. Az

RNS-mintak tisztasagat etidium-bromiddal festett agardéz gélelektroforézissel



ellendriztiik, a 18S és 28S slirliségii rRNS savokat UV-fény alatt azonositottuk. A teljes
RNS koncentraciot SmartSpec™ Plus Spectrophotometer-rel (Bio-Rad, Hercules,
Egyesiilt Allamok) hataroztuk meg. A DNazzal kezelt teljes RNS (2 pg) reverz
transzkripcidja random primerek és Superscript™ II RNase H-Reverse Transcriptase

(Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe, Németorszag) segitségével tortént.
TagMan® assay alapu real-time PCR

A target gének (CCKI- és CCK2-receptor) mRNS expresszidjat real-time PCR
technikaval, TagMan® Gene Expression Assays és ABI PRISM® 7900 HT Sequence
Detection System (Applied Biosystems, Foster City, Egyesiilt Allamok) segitségével
hataroztuk meg. A probak 6-karboxi-fluoreszcein foszforamiditet tartalmaznak az 5’
végen, a 3’ végen pedig egy minor groove binderrel kapcsolodé nem fluoreszcens
quenchert. A CCK1 receptor TagMan® Gene Expression azonositdja Rn00562164 _ml
volt, a CCK2 receptoré Rn00565867 ml. A 18S rRNS haztartasi gén expresszidja
szolgalt belsé kontrollként. A 18S rRNS-specifikus primert QPCRPrimer 1.2-vel
készitettiik. A 18S rRNS primer és a TagMan proba szekvenciak a Structural Biology
and Bioinformatics Group honlapjan talalhatoak (http://fuell.biochem.dote.hu/SBBGY/).
A 18S rRNS oligonukleotid szekvenciait a Bio-Science-t6] rendeltiik meg (Budapest,
Magyarorszag). A TagMan PCR-t ABI 7900 Sequence Detectoron végeztiik, a ciklusok
beallitasainal a gyartd ajanlasat kovetve (50 °C 2 percig, 95 °C 10 percig, majd 40
ciklus: 15 masodperc 95 °C és 1 perc 60 °C). Egy wellben 10 ul PCR keverék volt,
mely 2 x TagMan Gene Expression Master Mix-b6l, 4.5 pl cDNS templatbol és vagy
0.5 pl TagMan assay-bdl (CCK1 vagy CCK2 receptorra), vagy 18S rRNS oligdbol allt
(500-500 nM forward és reverse primer és 100 nM proba), A TagMan proba ugyanazon
RT reakcion beliil tortént a target (CCK1 és CCK2 receptor) és referencia génre (18S
rRNS). Minden minta minden vizsgalt génjét harom példanyban mértiik, 384 lyuku
plate-en. A reagensek esetleges kontaminacidjat nem ellendriztitk kiilon templatokkal.
Az adatokat az ABI Sequence Detector programmal gyijtottiik Ossze. A relativ
expresszio meghatarozasa AACT modszerrel tortént. Ennek megfelelden az adatokat a
18S rRNS referencia gén szintjére normalizalva, a kezeletlen LETO patkanyokhoz
viszonyitva fejeztiik ki. gy a relativ expresszié mértéke a kontroll LETO allatokban 1

(100%) volt.



Radioimmunoassay (RIA) mérések

A plazma inzulinszintet radioimmunoassay eljarassal, kereskedelmi forgalomban
kaphato inzulin RIA kit (RK 400 M, Izotop Intézet Kft., Budapest, Magyarorszag)
segitségével hataroztuk meg. Az egy RIA-n beliili, illetve RIA-k kozotti variabilitas

kisebb volt, mint 5%.

Kronikus — olanzapin  kezelés hatisa az endogén inzulinérzékenyito
mechanizmusra és a gasztrointesztindlis peptidek szintjére nostény Sprague-

Dawley patkanyon
Kisérleti allatok

A Kkisérlet soran 36 ndstény Sprague-Dawley patkanyt hasznaltunk (Innovo Kft.,
Godollo, Magyarorszag). Az allatok érkezésiik idépontjaban 170-200 g silytiak voltak.
Intézetiink kisérleti allathazaban 22-24 °C homérséklet és 50-70% relativ paratartalom
mellett tartottuk 6ket, a megvilagitas 12 éranként valtakozo s6tét/vilagos periddusokbol
allt. Az allatokat egyedileg elkiilonitve, metabolikus ketrecben tartottuk (3701MOS8I,
Tecniplast Corp., Buguggiate, Olaszorszag), ad libitum szabvany laboratoriumi tapot
(S8106-S011 SM R/M-Z+H, ssniff Spezialdidten GmbH, Németorszag) és csapvizet
kaptak.

Csoportkiosztas

Egy hét akklimatizacios iddszakot kovetden az allatokat két £6 csoportba osztottuk.
18 patkany a kontroll csoportba keriilt, az allatok masik fele olanzapin kezelést kapott.
A kezelési idoszak végén a csoportokat véletlenszeriien tovabbi két-két alcsoportra
osztottuk. Az egyik alcsoport allatai HEGC kisérletben keriiltek felhasznalasra (n=6), a
tobbi allatot (n=12) gyors inzulinérzékenység tesztnek (rapid insulin sensitivity test,
RIST) vetettiik ala. A RIST alcsoportot még két részre osztottuk aszerint, hogy a
kisérlet elott kaptak-e enni, vagy nem (éheztetett és evett csoport, n=6-6). A két csoport
kozotti kiilonbség az volt, hogy mig az éheztetett allatok a RIST-et megel6z6 16 oraban

mar nem kaptak enni, az evett allatok a RIST el6tti két oraban ad libitum ehettek.



Kezelési protokoll

Mivel az olanzapin (Sigma-Aldrich, Budapest, Magyarorszag) felezési ideje
patkanyban rovidebb, mint az emberben, a folyamatos, stabil plazmaszintet napi
egyszeri, vagy kétszeri gyogyszerbeadassal nem tudjuk biztositani. Stabilitasi okok
miatt az ozmotikus minipumpa sem megfeleld erre a célra, ezért az olanzapint az
itatovizben oldottuk fel van der Zwaal moddszere alapjan. Az olanzapint minimalis
Az oldat pH-jat 1 M-os NaOH-dal allitottuk be 5.5 értékre. Az ivovizben oldott
olanzapin mennyiségét folyamatosan valtoztattuk a napi vizfogyasztas és a testsuly
alapjan, hogy a napi olanzapin bevitel 2 mg/kg legyen, a kontroll csoport csapvizet
kapott. A kezelést 24 napig folytattuk. Korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy ez a
viszonylag alacsony olanzapin doézis hatékonyan noveli a testsilyt ndstény Sprague-
Dawley patkanyokban, tovabba bizonyitottak, hogy ez az olanzapin doézis és beviteli

mod a plazma olanzapin szintet a human terapias savban tartja.
Metabolikus mérések

A napi tap- és vizfogyasztast, valamint a széklet- és vizeletiiritést metabolikus

ketrec segitségével mértiik (3701M081, Tecniplast Corp., Buguggiate, Olaszorszag).

Az allatok testsilyat naponta mértilk a pontos olanzapin adagolas érdekében. Az
elsé testsilymérés alapjan tortént a csoportkiosztas, az utolsd napi testsily adatok

alapjan allapitottuk meg az olanzapin kezelés hatasat.

A kisérlet végén az allatokat az arteria carotison keresztiil elvéreztettiik, majd az
intraabdominalis és inguinalis fehér zsirszovetet kimetszettiik, azok sulyat lemértiik. A
teljes adipozitast a lemért zsirparnak grammban megadott abszolut stilyaként, valamint

a testsilyhoz viszonyitott szazalékos adatként is kifejeztiik.
Az inzulinérzékenység meghatarozasa

A teljes test inzulinérzékenységét izotopos HEGC modszerrel hataroztuk meg. Az
allatokat egy éjszakan at éheztettilk, majd 50 mg/kg intraperitonealisan adott tiopentallal

elaltattuk 6ket (Thiopental Sandoz®, Sandoz Pharmaceutical PLC, Svajc). A miitét és a



kisérlet alatt az allatokat flithetd mitGasztalon tartottuk, mely 37-37.5°C
maghémérsékletet biztositott. A nyak ventralis oldalan hossziranyll bemetszést
kovetéen feltart tracheaba a spontan 1égzés biztositasa érdekében polietilén csovet
vezettiink. A vérmintavételhez a bal oldali arteria carotisba egy, az intravénas
infuziokhoz jobb és bal oldali vena jugularisok agaiba Osszesen harom kaniilt

helyeztiink.

30 perc stabilizacios periodust kovetden (t=-60. perc) intravénasan triciummal
jelzett gliikkozt (3-[3H]-gliikoz, Perkin-Elmer, Waltham, Massachusets, Egyesiilt
Allamok) kezdtiink el folyamatos infiazioban adagolni az éhgyomri hepatikus
glikozprodukcio (HGP) meghatarozasahoz (5 pCi bolus 1 perc alatt, majd 0.075
uCi/min a teljes kisérlet alatt). A t=0. percben inditottuk az inzulin (Humulin R®, Eli
Lilly, Indianapolis, IN, Egyesiilt Allamok) infiziét 3 mU/kg/min sebességgel, egy
masik kaniilon keresztiil pedig 20 %-os gliikoz infuzidt kezdtiink adagolni. A kisérlet
folyaman a glikkoz infuzid sebességét Ugy szabalyoztuk, hogy a vércukorszint az
euglikémias tartomanyban (5.5 + 0.5 mmol/l) maradjon. A vércukorszintet
vércukormérével (Accu-Chek, Roche Diagnostics, Budadrs, Magyarorszag) hataroztuk
meg az artérias kaniilon keresztiil 5-10 percenként vett vérmintakbol. Az éhgyomri és az
egyensulyi inzulinszintet a t=-60. és a t=120. percben vett vérmintakbol, az éhgyomri és
az inzulin stimulalt HGP-t a t=0. és a t=120. percben vett vérmintakbol (0.5 ml, 20 pl
EDTA ¢és 10 pl Trasylol; Bayer, Leverkusen, Németorszag) hataroztuk meg. A mintakat
centrifugaltuk (Centrifuge 5415R, Eppendorf GmbH, Németorszag, 10000g 2 percig

4°C-on), ¢és a feliiluszokat -70°C-on taroltuk a késobbi mérésig.

Szamitott paraméterek
A GIR, ISI, MCRI és HOMA-IR szamitasa a fentebb ismertetett modon tortént.
Hepatikus gliikozprodukcio

Az éhgyomri HGP-t (bHGP) a t=0. percben vett vérmintakbol hataroztuk meg.
Bazalis allapotban a vérbe keriilé glilkoz mennyisége (rate of appearance, Ra) egyenld a
vérkeringésbol tavozo glikoz mennyiségével (rate of disappearance, Rd). A bazalis
HGP-t ugy szamitjuk, hogy a dpm/min-ben megadott 3-[3H]gliikoz infizié sebességét

elosztjuk a plazma 3-[3H]gliik6z specifikus aktivitasanak és a testsulynak a szorzataval:
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3 — [ *H] - gliikéz inféiziés rata
bHGP =

3 — [ ®H] — gliikéz specifikus aktivitas * teststly

Az inzulin stimulalt HGP (iHGP) meghatirozasa hasonlé modon tortént, de
ilyenkor a Ra nem csak a maj glilkoztermelésébdl, hanem az intravénasan adott gliikoz
mennyiségébdl is adodik. Emiatt a t=120. percben vett vérmintakbol az iHGP-t ugy
szamitjuk, mint az éhgyomri HGP esetében, de levonjuk beldle a steady state allapotban
adott GIR-t:

3 — [ ®H] — gliikéz inftiziés rata

iHGP = GIR

3 — [ ®H] — gliikéz specifikus aktivitas * teststly -

A plazma 3-[*H]-gliikéz aktivitast Ba(OH),-dal és ZnSO4-dal precipitalt mintakbol

mértiik a [*H]-mal jelzett viz elparologtatasa utan.
Gyors inzulinérzékenység teszt (RIST)

A RIST-et a posztprandialis inzulinérzékenység meghatarozasara alkalmaztuk a
korabbi cikkeinkben leirt modon. Az anesztézia indukcio utan (50 mg/kg tiopental ip.)
az allatokat fiithetd miitdasztalra helyeztilk. A tracheat feltartuk és a belehelyezett
kaniillel biztositottuk a szabad 1égzést. A vena jugularis agaiba vezetett kaniilon

keresztiil adtuk az inzulin és gliik6z infuziot, az artérias kaniil vérvételre szolgalt.

30 perc stabilizacios idoszakot kovetden az arteria carotison keresztiil 5 percenként
vett vérbol vércukorszinteket hataroztunk meg. Amikor harom egymast kovetd
vércukormérés eredménye stabil plazma glikézszintet mutatott, azt az atlagértéket
kezdeti vércukorszintnek vettiikk. Ezutan 50 mU/kg bolus inzulint (Humulin R®, Eli
Lilly, Indianapolis, Indiana, Egyesiilt Allamok) adtunk be 5 perc alatt intravénasan.
Ezzel egyidoben inditottuk a 20%-os gliikéz infiziot. A vércukorszintet 2 percenként
ellendriztiik, és a gliikoz infuzids sebességet tigy szabalyoztuk, hogy tartsuk a korabban
meghatarozott kezdeti vércukorszintet. A beadott inzulin hatasanak ellenstlyozasahoz
sziikséges Osszes glilkozmennyiség (mg/kg-ban megadva) adta a RIST indexet, mely a

teljes test inzulinérzékenységét jellemzi.



Hormonszintek meghatarozasa

A lefagyasztott vérmintakbol MILLIPLEX MAP Rat Metabolism Panel (RGT-
88K-08, EMD Millipore Corp., Billerica, MA, USA) segitségével hataroztuk meg az
inzulin, aktiv GLP-1, teljes GIP, PP, teljes PYY, aktiv ghrelin, aktiv amilin és leptin

plazmaszintjét.

Statisztikai szamitasok

Az eredményeket atlag = SD formatumban abrazoltuk. A kiértékelés soran, ahol
lehetséges volt, paros, vagy kétmintas t-tesztet végeztiink, egyébként egyszempontos

varianciaanalizist alkalmaztunk, melyet Bonferroni t-teszttel egészitettiink ki.

4. EREDMENYEK

Kronikus klozapin kezelés metabolikus hatasainak vizsgalata CCK-1 receptor

hianyos Otsuka Long Evans Tokushima Fatty patkanyon
A tarsszerzOk hozzajarulasa az eredményekhez

Dr. Szilvassy Zoltan és Dr. Peitl Barna allitotta dssze a kisérleti protokollt.

A klozapin kezelést, a metabolikus méréseket, a first meal és az inzulinérzékenység
meghatarozasat 6nalldan végeztem.

Dr. Kovacs Didna segitett a HEGC muitéti el6készitésében.

Dr. Drimba Laszl6 Péter segitett az adatok statisztikai kiértékelésében.

Dr. Sari Réka segitett az abrak elkészitésében.

Dr. Varga Angelika végezte az mRNS expresszios vizsgalatokat.

Dr. Németh Jozsef végezte az inzulin RIA méréseket.
A kronikus klozapin kezelés hatasa a teststlyra és test zsirtartalmara

A vizsgalat végén nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a kontroll és klozapin
kezelt csoportok testsulya kozott sem a LETO, sem az OLETF allatoknal. A LETO
patkanyok kezdd stlya 367 + 23 g volt a kontroll, és 367 £ 15 g a klozapin kezelt

csoportban. A varakozasnak megfeleléen a funkcionalis CCK-1 receptor hianyos
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OLETF allatok kezd6 stlya valamivel magasabb volt a LETO allatok sulyanal, 388 + 7
g-ot mértiink a kontroll, és 402 + 9 g-ot a klozapin kezelt csoportban. A kezelési
idGszak végére az OLETF allatok szignifikansan tobbet nyomtak, mint a megfeleld
LETO tarsaik, viszont a klozapin kezelés nem befolyasolta szignifikansan a

sulygyarapodast.

A fehér zsirparnak abszolit sulyat osszehasonlitva lathaté volt, hogy az OLETF
patkanyok szignifikansan tobb fehér zsirt halmoztak fel, mint a LETO allatok, és ez a
kiilonbség akkor is szignifikans maradt, ha az adipozitast a testtomeghez viszonyitva,
szazalékos formaban adtuk meg. A kronikus klozapin kezelés szignifikansan megemelte

a fehér zsirszovet mennyiségét mind a LETO, mind az OLETF allatokban.
A kronikus klozapin kezelés hatasa a taplalkozasra

A napi tapfogyasztas tekintetében nem volt szignifikans kiilonbség a LETO és
OLETF allatok kozott, és a kronikus klozapin kezelés csak kismértékli, de nem
szignifikans emelkedd tendenciat okozott. Kovetkezésképp a klozapin a kumulativ
taplalékfelvételre sem volt hatassal a LETO és OLETF patkanyokban. Viszont a FMS-t
és FMD-t 0sszehasonlitva azt talaltuk, hogy a klozapin kezelés mind a LETO, mind az
OLETF allatokban jelentésen novelte a FMS-t és a FMD-t. A klozapin masfel6l nem

befolyasolta a taplalkozasi hatékonysagot.

A kroénikus klozapin kezelés hatdsa a glilkdoz metabolizmusra és az

inzulinérzékenységre

Az éhgyomri vérmintakat a HEGC inditasa el6tt vettiik, ezekbél mértiink éhgyomri
vércukor- és inzulinszintet, és az adatokbol HOMA-IR indexet szdmoltunk. Az
éhgyomri vércukor- és plazma inzulinszint szignifikansan magasabb volt az OLETF,
mint a LETO allatokban. A klozapin kezelés nem okozott szignifikans valtozast
ezekben a paraméterekben. Ennek megfelelden a HOMA-IR index magasabb volt az
OLETF, mint a LETO allatokban, de nem lattunk kiilonbséget a kontroll és kezelt

csoportok kozott.

A HEGC steady state allapotaban az atlagos gliik6z infuziés rata a kontroll LETO

patkanyokban szignifikdnsan magasabb volt, mint a megfelelé6 OLETF csoportban. A
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klozapin kezelés azonban nem csokkentette a GIR-t egyik kezelt csoportban sem (16.
abra). A GIR-hoz hasonléan az inzulinérzékenységi index a kontroll OLETF allatokban
szignifikansan alacsonyabb volt, mint a kontroll LETO csoportban. Ezen feliil mindkét
klozapin kezelt csoportban az ISI szignifikins csokkenést mutatott, ami
inzulinrezisztenciara utal. A MCRI hasonlé volt a LETO és OLETF kontroll csoportok
kozott, azonban a klozapin kezelt allatok MCRI-ja szignifikansan alacsonyabb volt a

megfeleld kontroll csoportokhoz képest.
A CCK receptor mRNS expresszio valtozasai a hipotalamuszban

A CCK-1 receptor mRNS relativ expresszié valtozasa jelentésen nagyobb volt a
klozapin kezelt, mint a kontroll LETO csoportban. Az OLETF allatokban CCK-1
receptor expressziot nem sikeriilt kimutatni. A kontroll OLETF patkanyokban a CCK-2
receptor mRNS szint szignifikdnsan magasabb volt, mint a kontroll LETO csoportban.
Masfeldl a klozapin kezelés jelentds emelkedést okozott a LETO allatokban, azonban az

OLETF patkanyoknal szignifikans csokkenés kovetkezett be.

Kronikus — olanzapin  kezelés hatisa az endogén inzulinérzékenyito
mechanizmusra és a gasztrointesztindlis peptidek szintjére nostény Sprague-

Dawley patkanyon

A tarsszerzOk hozzajarulasa az eredményekhez

Dr. Peitl Barna segitett a kisérleti protokoll Osszeallitisaban és a kézirat
megirasaban.

Az olanzapin kezelést, a metabolikus méréseket 6nalldoan végeztem.

Dr. Kovacs Diana segitett a HEGC és RIST miitéti elSkészitésében és
kivitelezésében.

Dr. Kiss Rita végezte a peptid szintek (ghrelin, GLP-1, GIP, leptin, amilin, PYY,
PP) meghatarozasat és segitett a statisztikai kiértékelésben.

Dr. Németh Jozsef végezte az inzulin RIA méréseket, és az izotopos HEGC
vérmintakbol a gliikéz aktivitds meghatarozasat.

Dr. Sari Réka kozremiikodott az adatok kiértékelésében és a kézirat piszkozatanak

elkészitésében.



Dr. Szilvassy Zoltan ellendrizte a kéziratot és kozremiikodott a végleges valtozat

elkésziiltében.

A kronikus olanzapin kezelés hatasa a napi tap- és vizfogyasztasra, széklet- és

vizeletiritésre

A kronikus olanzapin kezelés nem okozott szignifikans valtozast a napi tap- €s
vizfogyasztasban. Hasonloképp a napi széklet- €s vizeletiirités tekintetében sem volt
szignifikans kiilonbség a kontroll és kezelt allatok kozott. Az iiritett széklet 19.4+1.4 g
és 189 = 1.7 g, a termelt vizelet 16.7 = 1.0 ml és 17.1 + 1.1 ml volt a kontroll és

olanzapin kezelt csoportban.
A kronikus olanzapin kezelés hatdsa a testsulyra és test zsirtartalmara

A vizsgalat kezdetén a két 6 csoport kozott nem volt szignifikans eltérés a kezdeti
testsuly tekintetében, a vizsgalat végén azonban a kronikus olanzapin kezelt allatok
sulya szignifikdnsan n6tt a kontroll allatokhoz képest. A kezelés szignifikans

novekedést okozott az adipozitasban is.
Az olanzapin kezelés hatdsa az inzulinérzékenységre

A kronikus olanzapin kezelés inzulinrezisztenciat valtott ki az egészséges ndstény
patkanyokban. A HOMA-IR szignifikansan nétt, a GIR, ISI és MCRI jelentésen
csokkent a kezelt allatokban a kontroll csoporthoz viszonyitva. A bazalis HGP
szignifikdnsan magasabb volt a kezelt, mint a kontroll allatokban, ami hepatikus
inzulinrezisztenciara utal éhgyomri allapotban. Az inzulin stimulalt HGP jelentésen
csokkent mindkét csoportban, azonban a kezelt allatok iHGP-ja szignifikansan nagyobb

volt a kontroll csoporthoz képest.
Az olanzapin kezelés hatdsa a posztprandialis inzulinérzékenységre

Az éheztetett allatok alacsony RIST indexe éhgyomri inzulinrezisztenciara utal,
mely mindkét csoportban jelentésen javult evés utan. A kontroll és olanzapin kezelt
csoportokat Osszehasonlitva sem az éhgyomri, sem a posztprandialis inzulinérzékenység

kozott nem talaltunk szignifikans eltérést.



Az olanzapin kezelés hatasa vércukorra és metabolikus hormonszintekre

Az olanzapin kezelt csoport éhgyomri vércukorszintje szignifikinsan magasabb
volt a kontroll allatokhoz képest. Az éhgyomri plazma inzulinszint szintén jelentésen
emelkedett. Ennek megfeleloen a HOMA-IR a kezelt allatokban éhgyomri
inzulinrezisztenciat mutatott. Az éhgyomri leptin szint magasabb, a ghrelin szint
alacsonyabb volt a kezelt allatokban, a tobbi hormon (GIP, amilin, GLP-1, PYY, PP)

szintje nem mutatott eltérést a kontrollhoz viszonyitva.

Evés utan 2 oraval a kontroll és olanzapin csoport plazma inzulin, leptin és GIP
szintje szignifikans emelkedést mutatott a megfelelé éheztetett allatokhoz képest. A
posztprandialis plazma ghrelin szint csak a kontroll allatokban csokkent jelentdsen. Az

amilin, GLP-1, PYY és PP szint nem valtozott evés utan.

5. MEGBESZELES

Kronikus klozapin kezelés metabolikus hatasainak vizsgalata CCK-1 receptor

hianyos Otsuka Long Evans Tokushima Fatty patkanyon

Vizsgalatunk soran kimutattuk, hogy bar a klozapin kezelés nem okozott elhizast
sem a LETO, sem az OLETF allatokban, mindkét fajtaban jelentésen névelte a test
zsirtartalmat (a perirenalis, intraabdominalis és epididimalis zsirparnak stlyat). A
klozapin nem volt hatassal a taplalék- és vizfelvételre, ez magyarazhatja, hogy nem
talaltunk valtozast a testsulygyarapodasban sem. Ugyanakkor a klozapin befolyasolta a
taplalkozas mintazatat, hiszen mind a LETO, mind az OLETF csoportban megnétt a
FMS és FMD. Emellett a klozapin kezelés csokkentette az inzulinérzékenységi indexet
és az inzulin metabolikus clearance-ét. Végiil igazoltuk, hogy a kronikus klozapin
kezelés noveli a CCK-1 és CCK-2 receptor hipotalamikus expressziojat a LETO
allatokban, mig az OLETF patkanyokban jelentés CCK-2 receptor expresszié csokkenés

kovetkezett be.

Tobb tanulmany eredményei tamogatjak a feltevést, hogy az AAP-k a taplalkozas
stimulalasan keresztiill okoznak elhizast. A nagyszamii neurotranszmitter és receptor

koziil, melyek szerepet jatszhatnak az AAP-k indukalta hiperfagiaban a kolecisztokinin



vizsgalatat tiiztiik ki célul. A CCK volt az elsd gasztrointesztinalis peptid, amelynek
étvagyszabalyzo hatasat felfedezték. Mind a kiviilrl beadott, mind — az étkezés utan —
endogén modon felszabadulo CCK csokkenti a taplalékbevitelt azaltal, hogy a meal
size-t és az étkezés idotartamat csokkenti. Az atipusos antipszichotikum kezelés soran a
CCK hatasaihoz hasonlé taplalkozasmintazati valtozasok figyelhetdek meg. Masfeldl
egy, az olanzapint vizsgalo tanulmany arrél szamolt be, hogy az akut olanzapin kezelés

novelte a FMS-t, de ez a hatasa CCK-t6] fliggetlen modon jott 1étre.

Vizsgalatunkban igazoltuk, hogy a kronikus klozapin kezelés CCK-1 receptortol
fliggetlen modon novelte az adipozitast. Bar a test zsirtartalma jelent6sen emelkedett, a
klozapin nem volt hatassal a teststilynovekedésre a LETO és OLETF allatokban. Ez a
megfigyelés ellentmondani latszik a klinikai adatoknak, melyek szerint a klozapin
okozza az egyik legnagyobb mértékii hizast. Masfel6l, ha a ragcsalokon végzett
kisérletek eredményeit nézziik, ellentmondasos eredményekkel talalkozunk. A korai
vizsgalatok arrdl szamolnak be, hogy az atipusos antipszichotikumok nem okoznak
elhizast ragcsalokban, mig mas tanulmanyok azt talaltak, hogy a hatas ivari
kiilonbségeket mutat, ¢és csak ndstényekben figyelhetd meg. Shobo és munkatarsai
szubkutan mikroinfuziés pumpdval olanzapinnal kezelt him Sprague-Dawley
patkanyokat vizsgaltak, és megallapitottak, hogy az olanzapin teststilygyarapodas és
fokozott taplalékfelvétel nélkiil novelte az adipozitast. Amellett, hogy a mi
eredményeink is ezt a megfigyelést tamasztjak ala, tovabbi betekintést tudtunk nydjtani
abba, hogy a klozapin milyen hatassal van a taplalékfelvételre. Bizonyitottuk, hogy bar
a klozapin nem novelte a napi taplalékbevitelt, mind a LETO, mind az OLETF
patkanyokban novelte a FMS-t és FMD-t, ami arra utal, hogy ebben a tekintetben nincs
direkt kapcsolat a klozapin hatds és a CCK-1 receptor medialt jelatviteli itvonalak
kozott. Ezen eredményiink Osszhangban van van der Zwaal vizsgalataval, mely azt

igazolta, hogy az akut olanzapin kezelés CCK-fliggetlen médon noveli a meal size-t.

Tovabba a klozapin-indukalt CCK-1 és CCK-2 receptor expresszido emelkedése a
LETO patkanyokban arra utal, hogy a klozapin a hipotalamusz szintjén hatassal lehet a
taplalékfelvétel szabalyozasara egészséges allatban. Az OLETF csoportban azonban a
CCK-2 receptor expresszi6 csokkenését figyeltik meg, ellentétben a LETO
eredményekkel. Ennek a latszolagos ellentmondasnak egy lehetséges magyarazata lehet,

hogy a CCK-1 és CCK-2 receptorok kozott 1étezhet egyfajta funkcionalis kompenzacios
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mechanizmus, és a CCK-1 receptor hianya facilitalhatja a CCK-2 receptor expressziot.
Azonban az éhség-jollakottsaig bonyolult moédon szabalyozott folyamat, melyben
szamos peptid és neurotranszmitter vesz részt, és egy komponens eltavolitdsa olyan
elore nem latott kovetkezményekkel jarhat, mint esetiinkben a klozapin ellentétes hatasa

a CCK-2 receptor hipotalamikus expresszidjara az OLETF allatokban.

A kronikus klozapin kezelés nem befolyasolta a testsulyt, ami az alkalmazott
dozissal magyarazhatd. Lehetséges, hogy a 10 mg/kg napi dozis szedaciot és
kovetkezményes aktivitascsokkenést okozott, igy csokkenhetett a taplalékfelvétel is.
Tovabba a kisebb aktivitds okozhat izomtomeg-csokkenést is, ami magyarazhatja, miért
nem valtozott a testsuly a megnovekedett adipozitas ellenére. Masfel6l a klozapin-
indukalt sulygyarapodast leggyakrabban a 7.5-12 mg/kg dézistartomanyban vizsgaltak.
Egy masik magyarazat az lehet, hogy az allatok kompenzaltdk a szedacid miatt kiesd
id6t az étkezések nyujtasaval vagy az étkezések kozti idoszakok csokkentésével. Ha
pontosan tisztazni akarjuk a klozapin lehetséges szerepét a taplalkozasi mintazatban,
tovabbi kisérletekre lesz sziikség. Az ivarspecifikus hatas sem zarhato ki, hiszen szamos
adat azt a feltevést tamasztja ald, hogy a ndstény patkanyok hajlamosabbak hizni
atipusos antipszichotikum kezelés hatasara, és a legtobb AAP ragcsalomodellt is

nostény allatokra fejlesztették ki.

Az éhgyomri vércukor- és plazma inzulinszintben nem talaltunk valtozast, ami arra
utal, hogy a kronikus klozapin kezelés nem befolyasolta a bazalis (éhgyomri)
inzulinérzékenységet. Masrészt az inzulinérzékenységi index szignifikans csokkenését
figyeltik meg a HEGC soran beallitott hiperinzulinémia alatt. Ha a HEGC modszert
alkalmazzuk a teljes test inzulinérzékenységének meghatarozasara, a steady state
periodus atlagos glikkdz infuzids rataja a leggyakrabban hasznalt paraméter. Viszont
hepatikus inzulinrezisztencia esetén a GIR alabecsiili az inzulinérzékenységet, hiszen
ebben az esetben nemcsak az exogén, hanem a majbol felszabadulo gliikoz is felvételre
keriil az inzulinszenzitiv szovetekbe. Ilyenkor az inzulinérzékenységet akkor
jellemezhetjilk hitelesen, ha kiszamitjuk, hogy egységnyi inzulin mennyi gliikoz
felvételét segiti eld. Vizsgalatunkban bizonyitottuk, hogy bar az éhgyomri gliikdz- és
inzulinszintek nem valtoztak a 25 napos klozapin kezelés hatasara, kisérletesen
eloallitott hiperinzulinémia alatt a klozapin kezelt allatok inzulinszenzitiv szovetei

kevesebb gliikozt vettek fel egységnyi inzulin hatasara, mint kontroll tarsaik, ami
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Osszefiigg azzal a klinikai megfigyeléssel, miszerint a kettes tipusi diabétesz
kifejlodésének elsé jele inzulinérzékenység-csokkenés az éhgyomri vércukor- vagy
plazma inzulinszint valtozasa nélkiil. Feltételezziik, hogy a csokkent metabolikus
clearance rata jelentdsen hozzajarul a megfigyelt alacsonyabb inzulinérzékenységi

indexhez.

Eredményeink azokat a preklinikai és klinikai megfigyeléseket is alatamasztjak,
melyek szerint az AAP-indukalt inzulinrezisztencia elhizas nélkiil is kifejlédhet.
Masrészrél megemlitend, hogy a klozapin kezelt allatok fehér zsirszovete
nagymértékben megnétt a klozapin kezelés hatasara, és a zsirbol felszabadulo
hormonok (pl. rezisztin, leptin, TNF-a, IL-6, adiponektin) szerepe az inzulinrezisztencia
kialakulasaban nem kérdéses. Legalabb két lehetséges magyarazata lehet annak, hogy a
krénikus klozapin kezelés hatdsara a gliikkéz infuziés rata nem valtozott, viszont az
inzulinérzékenységi index és a MCRI csokkent. Az elsé esetben feltételezziik, hogy a
klozapin periférias inzulinrezisztenciat okoz hepatikus inzulinérzékenység befolyasolasa
nélkiil. Ekkor a HEGC soran fenntartott hiperinzulinémia teljesen felfiiggeszti a maj
glikoztermelését, és a periférias szovetek (pl. vazizom, fehér zsirszovet) a kontroll és
klozapin kezelt allatokban ugyanakkora mennyiségii gliikkozt vesznek fel. Ebben az
esetben a csokkent MCRI egy kompenzatorikus mechanizmusként foghato fel, mely
biztositja a gliikozfelvételhez sziikséges magasabb inzulinszintet a klozapin kezelt
allatokban a periférias inzulinrezisztencia ellensulyozasara. Az is elképzelhetd, hogy a
klozapin hepatikus inzulinrezisztenciat okoz, amire t6bb irodalmi adatot talalunk. Ebben
az esetben a klozapin kezelt allatok periférias szovetei tobb glitkozt vesznek fel, mivel a
gliik6z infizids rata a kontroll és kezelt csoportok kozott hasonld volt, de a kezelt
allatokban ehhez hozzaadddott a maj feldl a keringésbe belépd gliikoz is. Ebben az
esetben az alacsonyabb MCRI biztositana azt a plusz inzulint, amely a tobblet gliikéz

felvételehez sziikséges.



Kronikus — olanzapin  kezelés hatisa az endogén inzulinérzékenyito
mechanizmusra és a gasztrointesztinalis peptidek szintjére nostény Sprague-

Dawley patkanyon

Jelen eredményeink kiegészitik azon korabbi megfigyelésiinket, mely szerint az
egyszeri olanzapin kezelés nem befolyasolja a posztprandialis inzulinérzékenyitd
mechanizmust, viszont képes csokkenteni az éhgyomri inzulinérzékenységet. Amellett,
hogy eredményeink megerdsitik a kronikus olanzapin kezelés kedvezétlen hatasat az
¢hgyomri inzulinérzékenységre, legjobb tudomasunk szerint elsdként szamolunk be a
hossza tavi olanzapin kezelés MIS-re gyakorolt hatasarol. Jelen vizsgalatunkban
bizonyitottuk, hogy a 24 napos olanzapin kezelés ellenére a MIS valtozatlan maradt, de
¢hgyomri inzulinrezisztencia alakult ki. Ez utobbi a bazalis HGP novekedésének és az
inzulin metabolikus clearance csokkenésének kovetkezménye. Az olanzapin hatasara
jelentésen gyarapodott a testsuly és a fehér zsirszovet, annak ellenére, hogy a napi
taplalékfelvételben nem lattunk valtozast. Az inzulinrezisztens allapotnak és a
megemelkedett zsirtomegnek megfeleléen emelkedést lattunk az éhgyomri inzulin és
leptin szintekben. Az olanzapin kezelt csoport éhgyomri ghrelin szintje alacsonyabb

volt az olanzapin kezelt csoportban, és taplalékfelvétel utin nem valtozott.

A MIS segit alkalmazkodni a posztprandialis glitkozterheléshez. Ez az endogén
mechanizmus evés utan aktivalodik, és tranziens inzulinérzékenység-fokozodast valt ki,
ami hozzajarul az inzulinszenzitiv szovetek, foként a vazizom fokozott
glikozfelvételéhez. Ha ez a folyamat hossza tavon karosodik, kettes tipusu diabéteszhez
hasonlé allapotot eredményezhet. Adataink felvetik annak lehetdségét, hogy a MIS
gyogyszeres aktivacidja terapiasan kiaknazhatd lehet az olanzapinnal kezelt betegek
inzulinérzékenységének javitdsara. Ezzel egyiitt viszont nem tudunk elégséges
magyarazatot adni arra, hogy az olanzapin miért nem befolyasolja az endogén
inzulinérzékenyitd mechanizmust. A MIS atropin szenzitiv, és mivel az olanzapin nagy
affinitassal kotédik a muszkarin tipusu acetil-kolin receptorokhoz, igy gondoltuk, hogy
akutan gatolni fogja ezt a mechanizmust. Meglepé modon az olanzapin sem egyszeri,
sem hossza tavh oralis kezelés utan sem befolyasolta a MIS-t. Elképzelhetd, hogy a

megfigyelt jelenség hatterében az olanzapin muszkarin receptor altipusok iranti eltérd
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szelektivitasa all, de ahhoz, hogy ezt a kérdést megvalaszoljuk, tovabbi kisérletekre

lenne sziikség.

Vizsgalatunk  tovabbi  ralatast ad az  olanzapin  okozta  éhgyomri
inzulinrezisztenciara. Az allatok éhgyomri gliikoz- és inzulinszintje megemelkedett,
mely valosziniileg a fokozott hepatikus glikoztermelés kovetkezménye. A
hiperinzulinémias clamp alatt mért alacsony GIR és ISI tovabbi bizonyitékkal szolgal az
éhgyomri inzulinrezisztenciara. A 3-[3H]-gliikozzal végzett vizsgalatok eredményei
bazalis és inzulin stimulalt hepatikus inzulinrezisztenciat igazoltak, mely hozzajarulhat
a clamp soran kapott GIR és ISI értékekhez. Az inzulin csokkent metabolikus clearance-
e szintén szerepet jatszhat a kialakulé inzulinrezisztencidban. Eredményeink
Osszhangban allnak azokkal a korabbi tanulmanyokkal, melyek a kronikus olanzapin
kezeléssel Osszefliggd ¢éhgyomri inzulinrezisztenciardl szamolnak be. Mas
munkacsoportok gyakran az egyszeri olanzapin hatasat vizsgaltdk a teljes test
inzulinérzékenységére, mert gy néz ki, hogy az akut olanzapin kezelés jol modellezi a
krénikus adas hatasait. Azonban ugy tlinik, hogy mind az akut, mind a krénikus kezelés
soran tapasztalt metabolikus valtozasok, akar olanzapinnal, klozapinnal, vagy egyéb
AAP-mal tortént a kezelés, elsésorban hepatikus inzulinrezisztencian keresztiil jonnek

létre.

Az olanzapin testsilyra gyakorolt hatasait a legtobb szerzé ndstény patkanyokon
tudta vizsgalni. Az olanzapin féléletideje jelentdsen rovidebb patkanyban, mint
emberben, ezért a napi egy-kétszeri sc., ip. injekcid, vagy per os adasmodok nem
biztositanak megfeleld plazmaszintet. Még az olanzapint folyamatosan felszabadito
ozmotikus minipumpa sem alkalmas hosszl tavi kisérletre, mert az anyag idével
elbomlik benne. Ezen hibak kikiiszobolésére az olanzapint az itatovizbe kevertiik, mely
adasmoddal kapcsolatban szamos sikeres vizsgalat sziiletett, him és ndstény patkanyban
egyarant. Az olanzapin novelte a testsulyt és az adipozitast, melyet a perirenalis,
intraabdominalis és inguinalis zsirszovet tomegével fejeztink ki. Megfigyeléseink
Osszhangban vannak mas kutatocsoportok eredményeivel, akik szintén az
intraabdominalis zsirszovet gyarapodasat mutattak ki patkanyban. Meglepé modon, a
kezelt csoportban mért testsulyndvekedés és az adipozitds emelkedése nem tarsult
hiperfagiaval. Ez a megfigyelés nincs Osszhangban az irodalmi adatok tobbségével,

azonban vannak olyan tanulmanyok is, melyek elhizasrol, ¢és a zsirszovet
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gyarapodasarol szamolnak be hiperfagia hianyaban. Ennek a megfigyelésnek egy
lehetséges magyarazata az lehet, hogy a kezelt allatok energialeadasa lecsokken. A
vizsgalatunkban alkalmazott olanzapin doézis valoban okozhat szedaciot, mely miatt

csokken az izommunka és a felhasznalt energia.

Ahhoz, hogy képet kapjunk a kronikus olanzapin kezelés okozta hormonalis
valtozasokrol, meghataroztuk az ¢hgyomri inzulin, leptin, ghrelin, GIP, GLP-1, amilin,
PYY és PP szinteket. A GLP-1, amilin, PYY és PP szintekben nem lattunk valtozast, a
kezelt allatokban az inzulin is leptin szint jelentsen nétt, a ghrelin jelentsen csokkent
a kontroll csoporthoz képest. A ghrelin szint posztprandialisan lecsokkent a kezeletlen
allatokban, de az olanzapin csoportban nem lattunk valtozast. Az éhgyomri
hiperinzulinémia hepatikus inzulinrezisztenciara utalhat. A HEGC egyensulyi
allapotaban az olanzapinnal kezelt allatok plazma inzulinszintje magasabb volt, ami a
csokkent ISI-t magyarazza. Az MCRI eredmények arra utalnak, hogy ez a
megemelkedett inzulinszint legalabb részben az inzulin csokkent eliminaciojanak
kovetkezménye. Eredményeinket korabbi kozlemények is alatdmasztjak, melyek

olanzapin hatasara kialakulé hiperinzulinémiarél szamolnak be.

Az olanzapinnal kezelt patkanyok éhgyomri leptin szintje szignifikdnsan magasabb
volt a kontroll csoporthoz képest, de a posztprandialis leptin szintben nem lattunk
kiilonbséget. A magas éhgyomri leptin szint a megemelkedett adipozitasra utal, hiszen a
plazma leptin szintje és a zsirszovet tomege kozott mind ragesalokban, mind emberben
pozitiv Osszefliggést mutattak ki. Tovabba, human adatok vannak arra vonatkozoan,

hogy az olanzapin okozta elhizas magas leptin szintet hoz létre.

A ghrelin szintekben is kettds valtozast figyeltiink meg. Az éhgyomri ghrelin szint
jelentésen alacsonyabb volt az olanzapinnal kezelt csoportban, posztprandidlisan
viszont magasabbnak talaltuk, azaz taplalékfelvétel utan a kezelt allatokban nem
csokkent le a ghrelin szintje. A ghrelin élettani szerepével kapcsolatos vezet6 elmélet
alapjan az olanzapinnal kezelt allatokban az éhgyomri ghrelin szint emelkedését vartuk
volna. Ennek az ellenkezdjét talaltuk, a bazalis ghrelin szint alacsonyabb volt, mint a
kontroll patkanyoknal. Valosziniisithetd, hogy a magas inzulin és leptin szint felelds az
alacsony éhgyomri ghrelin szint kialakulasaért. Ezt a feltételezést tamogatja egy friss

kozlemény, mely szerint az atipusos antipszichotikumok haromfazisu hatast
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gyakorolnak a ghrelin szintekre: a kezelés els6 1-2 hetében kezdeti emelkedés, majd egy
emberben 2-6, ragcsalokban 1 hétig tartd atmeneti csokkenés figyelhetdé meg, végiil a
plazma ghrelin szint jra a kezdeti értékre all be. Ugy gondoljuk, hogy vizsgélatunkban
a metabolikus hormonszintek meghatarozasa erre a downregulacios szakaszra esett, ez
magyarazhatja a mért alacsony ghrelin szinteket. Két 6raval az evés kezdete utan a
kezelt allatokban a ghrelin szint nem valtozott szignifikansan az éhgyomri értékhez
képest. Taplalékfelvétel utan a ghrelin szintnek csokkennie kellett volna. Ennek a
meglepd eredménynek egy lehetséges magyarazata a plazma inzulin és leptin szint
posztprandialis, relativ valtozasaban lehet. Az olanzapinnal kezelt allatok
posztprandialis inzulin és leptin szintjének valtozasa mindossze 49% és 88% volt,
szemben a kontroll csoportnal mért 166% és 464% értékkel. Masik magyarazat lehet,
hogy a plazma ghrelin szint mar korabban visszatér az alapértékre a kezelt allatokban a
kezeletlen csoporthoz képest. ~ Ahhoz, hogy tovabbi informacidkat kapjunk az
olanzapinnal kezelt allatok posztprandialis ghrelin szintjének idébeli valtozasairol,

tovabbi kisérletekre lesz sziikség.

A tobbi metabolikus hormon szintje a GIP-t6l eltekintve posztprandialisan nem
valtozott, azonban az olanzapin kezelés nem befolyasolta a GIP szintjét sem. A tobbi
hormont tekintve feltételezhetd, hogy az olanzapin metabolikus hatdsmechanizmusa
figgetlen a GLP-1, amilin, PYY ¢és PP jelatviteli utvonalaitol, bar nem zarhatjuk ki,
hogy az olanzapin hatassal van ezen paraméterckre, hiszen a hormonszintek
meghatarozasa 2 oOraval a taplalékfelvétel utan tortént, igy nincs informacionk a
posztprandialis elsé két ora hormonszint valtozasairol. Egyes szerzok szerint oralis
glitkozterhelés utan két oraval a metabolikus hormonok szintje visszaall az alapértékre,
tovabba, eredményeink alatdmasztjak azokat a klinikai adatokat, melyek szerint az

olanzapin nem hat a gasztrointesztinalis hormonszekréciora.
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6. OSSZEFOGLALAS

Jelen tanulmany az atipusos antipszichotikum terapiaval Osszefliggd metabolikus
elvaltozasok és a taplalékfelvétel és inzulinérzékenység szabalyozasaban szerepet
jatszo, perifériasan felszabaduldo hormonok kapcsolatanak vizsgalatat tiizte ki célul.
Tovabbi célkitlizéslink annak vizsgalata volt, hogy a krénikus atipusos antipszichotikum
kezelés befolyasolja-e a taplalékfelvétel soran aktivalodé endogén inzulinérzékenyitd

mechanizmust.

Elsé kisérletsorozatunkat genetikailag kolecisztokinin-1 (CCK-1) receptor hianyos
Otsuka Long Evans Tokushima Fatty (OLETF) patkanyokon és azok egészséges parjain
végeztilk. A kronikus klozapin kezelés mindkét vonalban megnédvelte a rovid tava
taplalékfelvételt, és annak ellenére, hogy a testsuly nem valtozott, az allatok jelentds
zsirtobbletet  halmoztak  fel, ami  Osszefiiggésben allhat a  megfigyelt

inzulinrezisztenciaval.

Masodik kisérletsorozatunkban a kronikus olanzapin kezelés hatasat vizsgaltuk a
gasztrointesztinalis peptidekre és a posztprandialis inzulinérzékenyité mechanizmusra.
Az olanzapin novelte a testslyt és a test zsirtartalmat, és jelentGs inzulinrezisztenciat
alakitott ki. A magas éhgyomri inzulin- és leptinszint mellett megfigyelt ghrelin szintek
valtozdsai arra utalnak, hogy a leptinérzékenység még valamelyest megtartott, de
elképzelhetd, hogy hosszabb tavi kezelés mellett a ghrelin szintek jelentés emelkedését

lattuk volna. Az endogén inzulinérzékenyité mechanizmus nem karosodott.
Uj tudomanyos eredmények:

¢  Elsoként vizsgaltuk a kronikus atipusos antipszichotikum kezelés hatasat
genetikailag CCK-1 receptor deficiens allatmodellben.

¢  Eredményeink azt tdmasztjdk ala, hogy a hosszu tava klozapin kezeléssel
Osszefliggd valtozasok CCK-1 receptortol fiiggetlen utvonalakon alakulnak ki.

¢ Igazoltuk, hogy az endogén inzulinérzékenyitd6 mechanizmus a kronikus
olanzapin kezelés mellett megtartott marad, ami azért eldnyds, mert annak
farmakologiai aktivalasaval valoszinilleg javithatjuk vagy megel6zhetjiik az

olanzapinnal kezelt betegek inzulinrezisztenciajat.
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