Zarogjelentes

A HISS mechanizmus farmakoldgiai modulacioja. ACE-inhibitor és NO-donor mddosito

termék innovacios fejlesztes 2-es tipusu diabétesz mellitus kezelésére.

A palyazat cimében megfogalmazottak szerint a tdmogatott kutatd, olyan napjainkra
igen jelentOssé valt, nagy populéciot érintd betegségek, mint az inzulin rezisztencia, a 2-es
tipust cukorbetegség ¢és e megbetegedések sziv- €és érrendszeri szovOdményeinek alapjat
képezd bioldgiai mechanizmusok feltérképezését tlizte ki maga elé¢ célként. Ennek
megvalositdsdval a kedvezményezett szamara lehetévé valt, hogy az alapkutatasbol
alkalmazott kutatdssd fejleszthesse a munkajat, mely ezaltal nem csak tudomanyos
szempontbol valt mérhetévé az impakt faktorok révén, de az ipari hasznosithatosdgban rejld
lehetdségek révén gazdasagi és tarsadalmi vonzatai is jelentdsek.

A 90 évek soran egy kanadai kutatocsoport ismerte fel, hogy az étkezét kovetden a
szervezet inzulin érzékenysége fokozodik. A feltételezés szerint a taplalkozast kovetden a
majat beidegzd plexus hepatikus anterior paraszimpatikus (késobb Porszasz €s mtsai szerint
szenzoros rostjainak) aktivalodasa révén a majbol egy eddig ismeretlen hormonszerii anyag
szabadul fel, mely a periférias inzulin érzékeny szovetek inzulin iranti érzékenységét fokozza.
Az ismeretlen hormonszerii anyagot hepatic insulin sensitizing substance-nak (HISS), mig
ezen endogén inzulinérzékenyitd mechanizmust HISS mechanizmusnak nevezték el. Bar a
mechanizmus aktivacidjanak hatterében allo anatomiai kérdésekben a téma kutatdi kozott
nem teljes az egyetértés, abban a kérdésben azonban nincs vita, miszerint a nitrogén monoxid
(NO) kozponti szerepet jatszik benne.

Ahhoz, hogy a szervezet endogén inzulinérzékenyité mechanizmusanak farmakologiai
hatterét a munkacsoportunk tanulmanyozni tudja, elsé 1épésként sziikséges volt a megfeleld
metodikai arzenal kiépitésére és elsajatitasa. Az inzulin érzékenység meghatarozéasara
elfogadott mddszer, a hiperinzuliémias euglikémids gliikoz clamp modszer mellett sikeresen
beallitottuk e moddszer egyszeriisitett formajat, a rapid inzulin sensitivity test —et. Az elért
eredményeket késébb a Journal of Biochemical & Biophysical Methods —ban publikacio
formajaban is megjelentettiik (Zsuga és mtsai 2004.).

A palyazati periodus soran tovabb folytattuk az endogén inzulin-érzékenyitd
mechanizmus farmakologiai vizsgalatat. Ennek sorédn azt vizsgaltuk, hogy a majhoz futd

plexus hepatikus anterior (PHA) feltételezett paraszimpatikus innervécioja milyen szerepet



jatszik a prandidlis statuszhoz kotott inzulin érzékenység fokozasban. Ennek soran rapid
insulin  sensitivity test (RIST) segitségével egészséges him Wistar patkdnyokon
meghataroztuk az inzulin érzékenységet az étkezésben nem korlatozott €s a 16 6ran keresztiil
¢heztetett csoportban egyarant. Atropin intravénas addsa azonnali, az inzulin hipoglikémizalo
hatdsanak csokkenését eredményezi, ami az eddigi irodalmi adatokkal megegyezik. A
paraszimpatikus innervacid jelent0ségének tovabbi aldtamasztdsa céljabol olyan kisérleti
felallast terveztiink, melyben a bal oldali nyaki vagus - mely tartalmazza a PHA-hoz futo
Osszes rostot - elektromos (15 V, 5 Hz, 15 perc, 0,5 ms) ingerlésével vizsgaltuk az inzulin
érzékenység valtozasat RIST modszer segitségével. A kapott eredmények alapjan arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a nervus vagusban futd paraszimpatikus rostok nem jatszanak
szerepet a kivaltott post-prandiélis inzulin érzékenység fokozddasban. A kapott eredményiink
publikalasra keriilt a Metabolism c. folydiratban (Peitl és mtsai 2005).

A Dbevezetében emlitésre keriilt az NO szerepe az endogén inzulinérzékenyitd
mechanizmusban. Ezen megallapitas tovabbgondoladsa vezetett annak a feltételezéséhez, hogy
minden olyan farmakologiai beavatkozas, mely az NO szignal transzdukcids utba avatkozik
be, alkalmas célpont lehet inzulinérzékenyité fejlesztés céljabol. Igy keriilt sor az oralisan
alkalmazhat6 nitratok vizsgalatara. Azon megallapitasunk, miszerint az oralisan alkalmazott
nitratok alacsonyabb dozisban inzulin szenzitizal6 szerek, mint antiiszkémias vegyiiletek, Uj
indikécids teriiletet jelenthet ezen, tobb mint egy évszazada hasznalt szerek szamara.
Kisérleteinkben megvizsgaltuk a nitratok inzulin szenzitizald hatasat a referencia szerként
hasznalt troglitazone (az inzulin szenzitizald thiazolidindionok prototipusa) hatdséaval
szemben, mely alapjan kidertilt, hogy az izoszorbid mononitrat inzulin szenzitizald hatésa a
klasszikus inzulin-érzékenyitokével 0sszemérhetd. Igen meglepd eredményeink alapjan az
elmult hat honapban deriilt fény arra is, hogy a metformin kivételével valamennyi vizsgalt
inzulin szenzitizal6 szer (troglitazone, nitrat) hatasmechanizmusaban lényeges komponens a
majat ellatd kapszaicin érzékeny szenzoros rostok szomatosztatinerg aktivaciojadhoz kotott
endogén inzulin érzékenyité HISS mechanizmus stimulaldsa. Ezt bizonyitja, hogy a
szisztémads cysteamine kezeléssel 1étrehozott funkcionalis szomatosztatin deplécid, valamint a
regionalis kapszaicin deszenzibilizalas hasonld hatdsa alapjan valdszinii, hogy a HISS neuralis
szomatosztatin, ill. olyan anyag, melynek képzddése szomatosztatin fiiggd. Az eredményeink
a Journal of Cardiovascular Pharmacology-ban jelent meg (Bajza és mtsai, 2004). A
kozleményben részletezett eredmények szerint a palyazati célkitlizések munkahipotézise
szamos ponton megerdsitést nyert: minden szer, mely a plexus hepaticus anterior szenzoros
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rostpopuldciojanak stimulacidjat okozza, alkalmas lehet arra, hogy a 2-es tipust



crer

cukorbetegség ill. inzulin rezisztencia szindroma farmakoterapidjara  alkalmas
gyogyszerfejlesztés kiindulasi vegytilete legyen.

Mivel a felvetett hipotézisiinket, miszerint az endogén inzulinérzékenyitd
mechanizmus az NO - cGMP szignaltranszdukcios Gtvonalon keresztiil aktivalhatd, sikeresen
igazoltuk, megvizsgaltuk mas, szintén az NO — ¢cGMP utat befolydsold gydgyszercsoport
lehetséges inzulinérzékenyité hatasat. Igy keriilt sor az angiotensin convertdz (ACE) gatlo
vegyiiletek illetve a ¢cGMP foszfodiészterdz (cGMP-PDE) gatlo vegyliletek vizsgalatara.
Mindkét molekulakor esetében a cél annak a megallapitasa volt, hogy vajon a vizsgélt szerek
(captopril ill. cicletanine) a szisztémas, vérnyomascsokkentd hatdsuk mellett rendelkeznek-e
inzulinérzékenyitd hatassal, valamint hogy a két hatas eléréséhez sziikséges dozisok miként
aranylanak egymashoz. A kisérletekhez inzulin rezisztens allatmodelleket alkalmaztunk. Az
alabbiakban elébb az ACE gatloval végzett eredményeimet irom le részletesen, ezt kdvetden
roviden beszamolok a cGMP-PDE gatlo cicletanine alkalmazasaval elért eredményeimrél. Ez
utobbi eredmények bemutatasaval konnyebb dolgom van, hisz az eredmény a kozelmultban
publikalasra keriilt a Naunyn-Schmiedeberg's Archives of Pharmacology folyoiratban (Peitl és
mtsai, 2006).

A captopril inzulinérzékenyité hatasat him, obese Zucker patkdnyban vizsgéltuk. A
kisérlet soran 4 csoport keriilt kialakitasra. A kontroll csoport mellett referencia szerként a
roziglitazon szerepelt (3 mg/kg p.o.), mig az ACE gatlo captopril hatasat vizsgaltuk
vérnyomascsdkkentd dozisban ill. ennél alacsonyabb do6zis mellett. A kapott eredmények azt
mutatjdk, hogy a captopril inzulinérzékenyitd hatdsa csak a vérnyomas csokkentd
dozistartomanyban jelentkezik és az inzulinérzékenyitd hatds mértéke elmarad attél, ami a
referencia szerként hasznalt roziglitazon kezelés esetében tapasztaltunk. Az eredmények
részletesen bemutatisra keriiltek a palyazati periodus 2. évét lezaro részjelentésben, jelenleg
publikalasra készitjiik el az anyagot.

A cGMP-PDE gatlo cicletanine inzulinérzékenyitd hatasat inzulin rezisztens fehér
nyulakban vizsgaltuk. Ennek soran el6bb a nyulakat 8 héten at tartdo 1,5% koleszterin-dus
tappal etettiik, mely elismert allatkisérletes modszer az alimentéris hiperkoleszterinémia ¢€s
inzulin rezisztencia kialakitdsara. Az eredményeink els6ként mutattak meg, hogy a cicletanine
inzulinérzékenyitd hatdsa alacsonyabb doézisban jelentkezik, mint ami az NO-cGMP utvonal
aktivaciojahoz sziikséges a vaszkularis szovetekben. Vagyis a cicletanine inzulinérzékenyito
hatasa a vérnyomascsokkentd dozisndl alacsonyabb dozisban megvan. A cicletanine inzulin
rezisztencidban megfigyelhetd hatdsdnak jelentdségét és a benne rejlé lehetdségeket jol

mutatja, hogy a publikacidé utan megkeresett az amerikai Navitas Pharma Inc



(www.navitas.com) ligyvezetd igazgatoja, akivel egylittmiikddési szandékunkat fejeztiik ki, az

1dokozben a cicletanine €s rokon vegyiileteinek hasznositasara létrejott egyetemi spin-off

vallalkozason (Sensocrine Phrama Kft.; www.sensocrinepharma.com) keresztiil.

Az inzulin-érzékenyité mechanizmusok farmakoldgiai vizsgalata soran felfigyeltiink e
hatds kihasznalasanak egy masik lehetdségére is. Ismert ugyanis, hogy az inzulin, mint
novekedési faktor, szerepet jatszik a haemopoetikus Ossejtek kialakuldsanak korai
differencidlodasaban. A malignus betegségek a modern tdrsadalmak halalozasi listdjan az
elékeld 2. helyet foglaljak el. A citosztatikus- és sugarterapia esetében dozist limitald
toxicitasként jelentkezd csontveld elégtelenség gyakran vezet a beteg halalahoz. Azt
vizsgaltuk, vajon a korai ndvekedési faktorként viselkedd inzulin hatasat helyettesithetjiik-e
inzulin-érzékenyitdé anyagokkal, befolyasolhatjuk-e a roziglitazonnal a csontveld
hemopoezisét. A csontveld karosodast 5-fluorouracil (5-FU) egyszeri subletalis dézisaval
valtottuk ki egerekben. Mértékét a femoralis csontveld cellularitasanak, és a specialis lagy-gél
tenyészetekben meghatarozhatd granulocyta-macrophag utanpotlasért felelés (GM-CFU)
progenitorok koloniaszamanak valamint a femur progenitor sejttartalmanak csokkenése
mutatta. 5-FU citosztatikumot alkalmazva a granulocyta-macrophag utdnpoétlasért felelds
csontveldi progenitor sejtek (GM-CFU) szignifikdnsan kisebb mértékben karosodtak, ha az
egereket roziglitazonnal eldkezeltiik. A roziglitazon inzulin-érzékenyité hatdsat hasonld
dozistartomanyban mértilk egereinkben hyperinzulinémias euglikémias gliikoz clamp
technikaval. A tovabbiakban azt vizsgaltuk, képes-e a roziglitazon eldkezelés nyujtotta védod
mg/kg 5-FU dozis kifejezett karosodast okoz, mely utan lassi a regeneraci6. Azonban a
roziglitazonnal eldkezelt allatokban a CFU-GM koldnia szam doézisfiiggden 1, ill. 2 nappal
kordabban ¢éri el a kontroll értéket. A progenitor sejt pool feltdltddése szintén gyorsabb,
dozisfiiggden a 6. ill. az 5. napra megtorténik, mig a vehiculummal elékezelt allatokban a 6.
napon még mindig csak a kontroll érték 40 %-a. A neutropénia nem olyan stlyos és az
abszolut neutrophil szam szignifikdnsan magasabb. A csontveld cellularitasa a 10. napra
normalizalddik a roziglitazonnal eldkezelt allatokban, mely 60% a csak 5-FU-val kezeltekben.
A roziglitazon nem befolyédsolta az inzulin vérszintjét az allatokban, amit RIA moddszerrel
mértiink. Az inzulin szenzitizdl6 anyagok alkalmazéasaval a myeloprotektiv hatast, a
hyperinzulinémia anyagcserére gyakorolt karos hatasai nélkiil sikeriilt elérni. A kapott
eredmény az European Journal of Pharmacology c. folyoiratnal publikalasra keriilt

(Djazayeri és mtsai, 2005).
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A kutatasi periodus a célkitiizéseknek megfelelden elkésziilt a rezisztin kimutatasara
alkalmas radioimmunoassay (RIA) modszer, melyben kozremikodott a  Szegedi
Tudomanyegyetem Orvosi Vegytani Intézete Penke Botond akadémikus vezetésével az egyes
peptid fragmentumok megszintetizalasaval, valamint a Pécsi Tudomany Egyetem
Farmakologiai és Farmakoterdpias Intézete Németh Jozsef (aki azdta mar a mi intézetiinket
erdsiti) vezetésével a '*I izotoppal jeldlt, HPLC-vel tisztitott RIA "tracer” el8allitasaval
valamint a mddszer teljes kifejlesztésével. A tovabbiakban a kifejlesztett modszert klinikai
felhasznaldsra kivanjuk alkalmazni, egyrészt hatdsmechanizmus kutatdsra, masrészt a
DEOEC 1. sz. Belklinikdjanak anyagcsere ambulanciai gondozasaban 4all6 inzulin
rezisztenciaban, valamint II. tipust cukorbetegségben szenvedd betegek vizsgélatara. A
varhatd eredmények alapjan a 2-es tipusu diabéteszes betegek az eddigieknél joval
racionalizaltabb terapidja valosithato meg. A moddszert szabadalmi oltalom védi. Bejelentés
ligyiratszdma: P 04 01175, bejelentés napja: 2004. 06. 11.

A palyazati célkitlizésekben nem szerepelt, de az endogén inzulin érzékenyitd
mechanizmus pathomechanizmusanak tanulmédnyozéasaval 0sszefiiggésben részt vettem mas
munkacsoportok munkajaban is, mely eredmények részletezésétdl a rendelkezésre allo hely
sziike miatt eltekintek, csak roviden az aldbbiakban felsorolom a megjelent publikaciok
listajat:

e Horvath,P, Szilvassy,J, Nemeth,J, Peitl,B, Szilasi,M, Szilvassy,Z: Decreased sensory
neuropeptide release in isolated bronchi of rats with cisplatin-induced neuropathy.
Eur.J.Pharmacol. 507:247-252, 2005

e Horvath,P, Szilvassy,Z, Peitl,B, Szilvassy,J, Helyes,Z, Szolcsanyi,J, Nemeth,J:
Changes in tracheo-bronchial sensory neuropeptide receptor gene expression pattern in
rats with cisplatin-induced sensory neuropathy. Neuropeptides 40:77-83, 2006

e Szilvassy,J, Sziklai,I, Sari,R, Nemeth,J, Peitl,B, Porszasz,R, Lonovics,J, Szilvassy,Z:
Neurogenic insulin resistance in guinea-pigs with cisplatin-induced neuropathy.

Eur.J.Pharmacol. 531:217-225, 2006.

Osszefoglalva a palydzati periédus eredményeit megéllapithatd, hogy a tamogatott a
palyazati célkitlizések megvaldsitasa soran jelentés eredményeket ért el az endogén
inzulinérzékenyité mechanizmus farmakoldgiai vizsgalata soran. Bar a palyazati kiirdsnak
nem volt feltétele, hogy az alapkutatason til, az eredmények gyakorlati alkalmazasat is

elvarja, mégis ugy vélem, hogy az egyik legnagyobb erénye a tamogatdsi peridodus alatt



elvégzett munkanak, hogy a kapott tdmogatast sikeriilt olyan célra felhasznalni, mely soran
szabadalommal védhetd termék eldallitasanak a feltételeit sikeriilt megteremteni. Ez pedig
lehetévé teszi, hogy a megkezdett projekt megvaldsitisa a tovabbiakban ne az alapkutatas
terhére valdsuljon meg, igy sikeresen Osszekapcsolva az alapkutatdst az alkalmazott

kutatassal.



