OTKA (75965) zarojelentés

Az elért eredmények rovid ismertetése:

Metabolikus vizsgéalat:

A postprandialis inzulinérzékenység meghatarozéashoz rapid inzulinérzékenyseg tesztet (rapid
insulin sensitivity test; roviden RIST), mig a bazalis, éhgyomri inzulinérzékenyséeg
meghatarozasdhoz hyperinzulinémias euglycaemias glukoz clamp (HEGC) modszert
valasztottunk.

Az allatok testsulyat a kezelés ideje alatt hetente 2 alkalommal meghatéroztuk. Az 5 hetes
kezelés utolso hetében OLETF és LETO CTRL csoport allatai metabolikus ketrecbe kerultek.
Harom napos akklimatizaciét kdvetden keriilt sor a 24 o6ra alatt elfogyasztott tap (g) és
folyadék (ml), valamit az Uritett vizelet (ml) és széklet (g) mennyiségének meghatarozasara.
A CCK receptor antagonista proglumide posztprandidlis inzulinérzékenység fokozddésra
gyakorolt hatdsanak vizsgalatdhoz 5 csoport keriilt kialakitasra. A kisérletet megelézden az
allatokat 14 6ran at éheztettiik, majd az egyik csoportnak nem adtuk vissza a tapot, (éheztetett,
,fasted” csoport), mig a tobbi 4 csoport 2 Oréra visszakapta a tapot, hogy ad libitum
ehessenek. Ez utdbbiakat a proglumide 3, 10 és 30 mg/kg dozisdval kezeltiink intravénésan.
Az éheztetett kontroll csoport a proglumide olddszerét (fizioldgias séoldat) kapta
intravénasan. Ezt kovetden keriilt sor a RIST modszer elvégzésére és a posztprandidlis
inzulinérzékenység meghatarozasara.

A CCK receptorok szerepét a bazalis inzulinérzékenységben hyperinzulinémias euglikémias
glikoz clamp (HEGC) modszerrel hataroztuk meg. Mind az OLETF, mind a LETO
patkdnyoknal 4-4 csoport Kerllt Kialakitasra. Az AAP Kkivaltotta hatdsok vizsgalatara
klozapint adtunk 5 héten at napi 10 mg/kg dozisban szajon at nazogasztrikus szondazas réven
(KLO csoport). A klozapin okozta inzulin rezisztencia kezelésére roziglitazont adtunk a
klozapinnal parhuzamosan, 5 héten at, napi 3 mg/kg, szintén szdjon at (KLOROZ csoport).
Emellett megvizsgaltuk a roziglitazon inzulinérzékenyit6 hatasat OLETF patkanyban
klozapin kezelés nélkil is (ROZ csoport). A kontroll csoport a gyogyszerek oldészerét
(csapviz) kapta, 5 héten keresztil 1 ml 6ssztérfogatban nazogasztrikus szondan keresztiil
(CTRL csoport). A kisérletet megel6zéen az allatokat 16 Oran &t eheztettiik. A teljes test
inzulinérzékenységet a HEGC 90. és 120. perce kdzott mért atlagos cukorinfuzids sebesség
(mg/kg/min) jellemzi.

A CCK-1 és CCK-2 receptorok hypothalamikus expressiojat real-time PCR, az éhgyomri
plazma inzulinszintet (HEGC modszer soran) pedig RIA modszerrel hataroztuk meg.
Eredményeinket az aldbbiakban foglalhatjuk dssze:

A Kklozapin kezelés hatdsdra mind a LETO, mind az OLETF patkanyok testsulya
megnovekedett a LETO ill. OLETF Kkontroll csoporthoz képest. A metabolikus
paraméterekben (tap- és folyadékfogyasztas ill. széklet és vizelet Urités) nem volt szignifikans
kalénbseg.

A LETO patkanyban megfigyelhetd posztprandidlis inzulinérzékenység fokozodas (fed vs
fasted) proglumide kezelés hatasara dozis-fiiggéen lecsokkent. Ugyanakkor a posztprandialis
inzulinérzékenység fokozddas az OLETF patkdnyban nem volt megfigyelhetd.

A bazalis inzulinérzékenység az OLETF patkanyban szignifikansan alacsonyabbnak
mutatkozott a LETO-hoz viszonyitva. A klozapin kezelés hatasara az OLETF patkany inzulin
rezisztenciaja kis mértékben tovabb romlott. Ugyanakkor LETO patkany esetében a bazalis
inzulinérzékenységet a klozapin kezelés nem befolyasolta. A rosiglitazone kezelés az OLETF
patkany inzulin rezisztenciajat helyreallitotta és a klozapin okozta inzulin rezisztenciat is
javitotta. A LETO patkanyban a rosiglitazone kezelésnek nem volt hatasa.




A CCK-1 receptor az OLETF patkanyban nem volt kimutathatd. Klozapin kezelés hatéséra a
CCK-2 receptor mRNS expresszidja a LETO allatban szignifikansan fokozodott, de nem volt
valtozéas az OLETF patkényok esetében.

E feladatrészt dsszefoglalva megallapithatjuk, hogy a funkcionalisan ép CCK-1 receptorok
jelenléte megakadalyozza a klozapin okozta inzulin rezisztencia kialakuldsat, de nem
befolyasolja az AAP kivaltotta teststlynovekedést. A rosiglitazone inzulinérzékenyitd
hatasaban a CCK-1 receptorok nem jatszanak szerepet (Peitl et al. 2009, 2010, Szilvassy et al
2012).

Kardiovaszkuléris vizsgalat:

A vizsgalatokat Uj-Zélandi fehér nyulakon végeztik. A kisérletek elétt 2 héttel keriilt sor a
szivritmus szabalyoz6 elektroda beiiltetésére. Ezt kovetden keriilt sor a kisérletre. Vénan
keresztiil folyamatos 5 ill.10 mU/kg/min sebességili inzulin inf0iziot adtunk, a hypoglikémia
megakadalyozésara cukorinfiziét. Kozvetleniil a HEGC el6tt, valamint steady state allapot
kialakuldsat kovetéen meghataroztuk programozott ingerléssel az elektrofiziologiai
paramétereket. Az eredményeket az aldbbiakban lehet dsszefoglalni: Az emelkedett plazma
inzulinszint mellett dozis-figgéen gyakrabban fordult el6 mind szupraventrikularis, mind
kamrai extrsystolé. A sziv elektrofiziologiai jellemzdi koziil a QRS kiszélesedése valamint az
effektiv refrakter periddus szignifikdns csékkenése volt megfigyelheto.

Eredményeink els6ként igazoljak, hogy a magas inzulinszint szivritmuszavarokra hajlamosit
egészséges Uj-Zélandi fehér nyulban.

Kardiovaszkuldris vizsgalat koleszterin dus takarméanyon tartott allatokon:

A vizsgalatokat Uj-Zélandi fehér nyulakon végeztiik. Az allatok érkezését kovetden 1.5%-0s
koleszterin tartalmd tapot kaptak 8 héten keresztil. A koleszterin dus tap fogyasztasanak 6.
hetében (kisérleteket 2 héttel megeldzden) keriilt sor a szivritmus szabalyoz6 elektroda
beiiltetésére. Két hetes gyogyulasi periddust kovetben végeztik el a kisérletet. A
hyperinzulinémia kivaltasa és fenntartasa céljabol Hyperinzulinémiads Euglycaemias Gliukoz
Clamp (HEGC) modszert hasznaltunk. Ennek soran a fllvénan keresztil folyamatos 5 ill.10
mU/kg/min sebességli inzulin infiziot adtunk. Azért, hogy megakadalyozzuk a hypoglikémia
kialakulasat, ezzel egy idében cukorinfuziot is inditottunk, melynek sebességét tugy
valasztottuk meg, hogy az euglykémias allapotot (5.5£0.5 mmol/l) fenntartsuk. Testfelszini
(végtagi és mellkasi) EKG elektroddkkal folyamatosan regisztraltuk a szivmiikodést.
Kozvetleniil a HEGC el6tt, valamint steady state allapot kialakulasat kovetéen meghataroztuk
programozott ingerléssel az elektrofiziologiai paramétereket.

Az eredményeket az alabbiakban lehet 6sszefoglalni: Az alkalmazott diéta hatasara az allatok
plazma lipidszintje jelentdsen megemelkedett az egészséges allatokhoz képest. A
lipidszintben bekdvetkezett valtozas egyiitt jart az inzulin érzékenység csokkenésével, amit a
HEGC alatt mért, az euglycaemia fenntartasahoz szikséges alacsonyabb cukorinfizios
sebesség mutatott (21.2+2.2 vs 13.6x1.7 mg/kg/min). Az inzulin rezisztencia kialakulasa
mellett az éhgyomri plazma inzulinszint is magasabb volt a hiperkoleszterinémiés allatokban,
mint az egészségesekben (54.3+6.7 vs 15.1+2.3 uU/ml). A HEGC steady state alatt a plazma
inzulinszint tovabb emelkedett, 5 mU/kg/min inzulin sebességnél 89.5+12,3 uU/ml, mig 10
mU/kg/min inzulin sebességnél 189.7+21.3 mikroU/ml volt. Az egészséges csoporthoz (az
egy évvel ezelotti vizsgalat soran) képest a HEGC el6tt gyakrabban lehetett szivritmuszavart
kivaltani, ugyanakkor a HEGC alatt a ritmuszavarok gyakorisaga mar nem nétt tovabb (Bajza
etal 2011).



Konkluzié: az inzulin rezisztencia mellett gyakrabban figyelhetdé meg szivritmuszavar, melyet
a tarsulo hiperinzulinaemia magyarazhat. Annak vizsgalata, hogy a plazma inzulinszint
tovabbi emelkedése miért nem ndveli a ritmuszavarok gyakorisagat, tovabbi vizsgélatokat
igényel. Lehetséges magyarazat a tartosan fennallo hiperinzulinémiahoz valé adaptacio, vagy
hogy az inzulinrezisztencia mellett fennall6 magas plazma inzulinszint mar supramaximalis
ingerként viselkedik és az inzulinszint tovabbi emelkedése mar nem okoz tovabbi hatast.

Kardiovaszkuldris biztonsagfarmakoldgiai modell:

A gyogyszerfejlesztés soran azok a gyogyszerek, melyek farmakologiailag hatékonynak
mutatkoznak, nagy szamban esnek ki a preklinikai biztonsagfarmakoldgiai vizsgélatok soran
vagy amennyiben piacra keriilnek, sokszor vissza kell 6ket vonni a fellép6 sziv- €s érrendszeri
mellékhatasok miatt. E mellékhatasok koziil a legfontosabb, kozvetlen az életet veszélyeztetd
mellékhatas az Un. polimorf kamrai tachycardia vagy ismertebb nevén ,,torsade de pointes”
tachycardia (TdP), mely a leggyakoribb oka a hirtelen szivhalalnak. Epp ezért fontos egy
olyan preklinikai modell kifejlesztése, mely megbizhatéan képes megjdsolni e torsadogen
hatasokat mar a preklinikai fazisban, hisz igy a fejlesztd cég id6ben le tudja allitani azokat a
fejlesztéseket, melyek TdP-t okozhatnak, igy csdkkenteni tudjak a gyogyszerfejlesztés amugy
igen magas id0 és pénzigényét. A munkacsoportunk 4altal kifejlesztett kardiovaszkularis
biztonsagfarmakoldgiai modell 1ényege, hogy éber nyalban meg tudjuk vizsgalni, hogy egy
adott gydgyszer vagy gydgyszerjelolt alkalmazésa esetén kell-e szamitani torsadogén
hatasokra. A nydl (Uj-Zélandi fehér, him), mint modell allat az okbdl kifolyélag fontos, hogy
a sziv hERG ioncsatornéi igen nagyfokd hasonlésagot mutatnak az emberi hERG csatornéval,
szemben mas gyakran hasznalt (pl. patkany, egér) modellallat szivével. A mddszer 1ényege,
hogy pacemaker elektrodat iiltetiink be nyllnak, majd a gyogyuldsi iddszakot kdvetden
tesztanyagok intravénas vagy per os alkalmazdsa mellett meghatarozzuk a fObb
elektrofiziologiai (testfelszini EKG, QT, QTc, repolarizacios diszperzitas: Tcsucs-Tvége,
kamrai refrakter periddus, ritmuszavar indukalhatésag) paramétereket. Mivel a TdP
kialakulasdban a hERG csatorna gatlasdnak tulajdonitanak nagy jelentdséget, igy az egyik
megvizsgaland6 gyogyszer az IKr ioncsatorna gatlo d,l-sotalol volt. Emellett megvizsgaltuk a
cicletanine antiaritmias hatasat, mely vegyulet antiaritmids hatdsat szamos in vitro
tanulmanyban igazoltak, azonban in vivo kisallat modellben mindez ideig nem vizsgaltak e
hatasat. Kontrollként a vizsgalati anyagok olddszerét, (desztillalt viz) hasznaljuk. Az allatok
érkezését kovetden 1 héttel kertilt sor a szivritmus szabalyozé elektrdda beiiltetésére, majd két
hetes gydgyulasi peridodust kdvetden végeztiik el a kisérleteket. Az elvégzett kisérletek soran a
human EKG QT tavolsag megnyulasat okoz6 anyagok elektrofiziologiai hatasat vizsgaltuk
meg krdnikusan instrumentalt éber nydl modellben. Ennek sordn testfelszini (végtagi és
mellkasi) EKG elektrodakkal folyamatosan regisztraltuk a szivmiikodést, mely soran eldszor
meghataroztuk a kiindulasi elektrofiziologiai paramétereket. Meghataroztuk a szivfrekvenciat,
a vérnyomast, és rogzitettik a testfelszini EKG gorbét, mely off-line kiértékelésével
meghataroztuk a QT, tavolsagot, a T hullam csticsa és vége kozti idépontot (Tp-Te), az RR
tavolsagot, valamint a QTc értéket. Ezt kdvetéen meghataroztuk a pace-eléshez szikséges
ingerkuszobot, majd az ingerkuszob kétszeresével ingerelve meghataroztuk a jobb kamrai
effektiv refrakter periodust (VERP). Végiil a VERP értékek ismeretében, a diasztolé késdi
szakaban leadott 2 db programozott ingerléssel ritmuszavart probaltunk kivaltani, amit egy
ciklusban 10 alkalommal ismételtiink, s e ciklust 10 alkalommal ismételtiik. A ritmuszavarra
valo hajlamot az fejezi ki, hogy a 10 ciklus értékei alapjan 1 ciklusban atlagosan hany
alkalommal sikeriil (pitvari vagy kamrai eredetli) ritmuszavart kivaltani. Az alap értékek
meghatarozasat kovetden keriilt sor a gyogyszerek beaddsara, intravénasan. A beadast



kovetden 10 perccel a fentebb emlitett eljards megismételtiik, és ismét meghataroztuk az
elektrofiziologiai paramétereket. Végll az adatokat statisztikailag kiértékeltik.

Az eredményeket az aldbbiakban lehet dsszefoglalni: A sotalol csdkkentette a VERP-et és
novelte a QTc értéket, ugyanakkor a Tp-Te tdvolsdg nem valtozott, a kamrai ritmuszavarok
szdma csokkent és TdP-t sem lehetett kivaltani. A cicletanine esetében a VERP eérték
csokkent, a QTc és a Tp-Te tavolsag nem valtozott, a pitvari eredetii ritmuszavarok szama
pedig csokkent. Konkldzio: igazoltuk modelliinkben a sotalol QT nyujtd hatasat (IKr hatés), s
azt, hogy az IKr gatlo szer alkalmazasaval nem lehetett TdP-t kivaltani, azzal magyarazhatjuk,
hogy a repolarizaciés diszperzitds nem nétt. Emellett igazoltuk, hogy a cicletanine in vivo is
antiartmias hatasu, mely hatas elsdsorban a pitvari eredetli ritmuszavarok kialakuldsanak
csokkenésében mutatkozik meg (Bajza et al 2011, Drimba et al. 2012, (in press) 2013,
submitted).

Gasztrointesztinalis peptidek szerepe az elhizas kialakulaséban:

A kisérletekhez néstény, Wistar patkanyokat hasznaltunk. Az allatokat random modon 2
csoportba osztottuk. Az elhizast és az inzulin rezisztencia kialakulasat olanzapin adéasaval
valtottuk ki, ennek soran az allatokat napi 1 alkalommal per os 4 héten keresztiil 5 mg/kg
olanzapinnal kezeltlik. A kontroll csoportot az olanzapin oldoszerével (csapviz) kezeltiik
ugyancsak 4 héten at. Ez alatt az 1d§ alatt az allatokat standard allathazi koriilmények kozott
tartottuk, standard laboratoriumi tapot €s vizet kaptak ad libitum. A kezelés utols6 napja elott
az allatokat 16 d6ran keresztll éheztettiik, majd a vizsgalat napjan 2 orara visszakaptak a tapot,
melybdl ad libitum fogyaszthattak. Azt kdvetden az allatokat elaltattuk és Rapid Insulin
Sensitivity Test-et végeztiink a post-prandialis inzulinérzékenység meghatarozasa céljabdl a
kordbban leirtak szerint (Peitl és mtsai: Metabolism, 54 (2005) 579-583.). Az altatast
kovetden, de még a RIST megkezdése eldtt levett vérmintakbol tortént a GLP-1, GIP és
Oxyntomodulin meghatarozas az altalunk Kkifejlesztett RIA mddszer alkalmazésaval.
Vizsgalatainkkal igazoltuk, hogy az olanazapin kezelés mellett kialakuld elhizas (testsuly:
424+26 g vs 382122 g) es inzulin rezisztencia (RIST index: 112+16 mg/kg vs 213+23 mg/kQg)
kialakulasaban legalabb is részben a posztprandialisan cstkkent GLP-1 felszabadulas (5.6+0.7
pmol/L vs 9.1+0.7 pmol/L) all, mig a GIP és oxintomodulin plazma szintekben nem volt
valtozas megfigyelhetd.

DPP-1V gatlok tervezése és szintézise:

Szamitogépes, un. Molekularis Interakcids Ujjlenyomat (MIF) modszer segitségével publikus
adatbazisok sziirését végeztilk olyan kémiai szerkezeteket keresve, melyek DPP-1V gatld
aktivitassal rendelkezhetnek in vivo. A predikcio sordn kiszlirt vegyliletek kozil a 3
legigéretesebbnek latszo vegyilettel végeztunk in vitro és in vivo vizsgélatokat. Az in vitro
vizsgalatok célja annak bizonyitadsa volt, hogy a szamitogépes modellben kisziirt vegyiilet
valdjaban rendelkezik a DPP-1V gatlo tulajdonsaggal. Ezt in vitro enzim assay vizsgalatokkal
igazoltuk, mely sordn a 3 vegyulet kdzil 2 mutatott pozitiv aktivitast, igy az in vivo
vizsgalatokat e 2 vegyulettel végeztik el.

Elsd 1épésben meghataroztuk mindkét vegyiilet vonatkozdsdban az LD50 értéket, majd ezt
kovetden a farmakologiai hatékonysag vizsgalatat oralis gliikoz tolerancia teszt (OGTT)
elvégezésével kivantuk igazolni. Ennek soran egészséges, him CD-1 egerek a vizsgalt
vegyulet 3 dozisat kaptak meg. A vizsgalt dozistartomany az in vitro ertékek alapjan kerdilt
meghatarozasra, oly modon, hogy célunk az in vitro hatékonynak mutatkozott koncentracio
elérése volt a vérben. Az OGTT vizsgalatot éhgyomorra végeztiik, a levett vérmintakbdl
meghataroztuk az éhgyomri vércukor és plazma inzulin koncentraciot, illetve ezek alapjan a



teljes test inzulinérzékenységre utald6 HOMA-IR index kiszamithat6 volt. Ezt kovetéen 1g/kg
20%-0s cukoroldatot adtunk szdjon at gyomorszonda segitsegével, majd meghataroztuk az
egerek vércukor szintjét 5, 15, 30, 60, 90 és 120 perc elteltével.

A kapott eredmények megerdsitették az in vitro vizsgalatok eredményeit, vagyis a két vizsgalt
vegyulet legnagyobb alkalmazott dozisiban szignifikdnsan csokkentette a glikoz terhelésre
bekovetkezd vércukorszint emelkedést. Tovabbi vizsgalatokat terveziink e két vegyilettel
cukorbeteg allatmodellek alkalmazasaval.

Klinikai vizsgalat:

Az atipusos antipsychotikumok, mint pl. a clozapine, olanzapine és risperidone, amely
szereket a skrizofénia vagy a maniakus depressios spychosis kezelésére hasznalnak, sulyos
metabolikus mellékhatasokkal rendelkeznek, amelyek kovetkeztében: elhizas, hyperlipiaemia
és inzulin rezisztencia alakulhat ki. Allatkisérletekben kimutattuk, hogy az étkezés okozta
inzulin érzékenyités mechanizmusa egyltt jar a CCK felszabadulassal. A klinikai
tanulmanyban azt vizsgaltuk, hogy egyszeri dézisban adott olanzapine-nak milyen hatasa van
az ¢étkezés utan bekovetkezd6 CCK és mas egyéb gasztrointesztinalis peptid (VIP)
felszabadulasara.

A Klinikai vizsgalathoz elézetesen beszereztiik a Debreceni Egyetem (DELEBC 26/08 ORL),
valamint az Orszagos Gyogyszerészeti Intézet (PGY1 336/09 RD) engedélyét. A
vizsgalatokhoz hasznélt olanzapine a Zyprexa, (Eli Lilly Indianapolis, USA) termék volt. A
vizsgalatba 24 fiatal (atlagos életkor 22+6.1 év) férfi dnkéntest vontunk be, amelyek kozil 20
teljesitette a teljes protokollt. Kizaro6 kritérium volt a magas vérnyomas, cukorbetegség, vagy
dohanyzds. A vizsgalatrol a jelentkezOk szobeli és irasbeli tdjékoztatast is kaptak. A
Kiprobalasba bevont személyeket harom csoportba osztottuk. A kontroll csoportba tartozo
szemeélyek nem kaptak semmit, az olanzapine-os csoportba tartozok a kisérlet reggelén egy
tabletta olanzapine-t (Zyprexa 10), a harmadik csoportba tartozé személyek palcebo tablettat
kapott. Az Onkéntes személyek el6zoleg 12 orat éheztek. A kisérlet napjan a vizsgalatba
bevont személyek olyan reggelit kaptak, amely 900 kcal-at tartalmazott, amely
energiatartalom tekintetében 48% szénhidrat, 17% fehérje és 35% zsir volt. Vérvételek a
reggeli elfogyasztasat megelézéen 30 perccel, majd a reggelit kdvetden Ujabb 30 perc
elteltével torténtek. Radioimmunoassay (RIA) modszerek segitségével mértiik a CCK és VIP
plazma koncentréciokat:

Eredményeinket tablazatban foglaltuk dssze:

Effect of a single dose of 10 mg of olanzapine on fasting and post-prandial plasma level of
CCK and VIP in healthy volunteers

Control Placebo Olanzapine
FASTING:
CCK (pmol/l) 1.1+0.14 0.98+0.11 1.2+0.09
VIP (pmol/l) 2.6+0.18 2.2+0.23 2.4+0.31

POST-BREAKFAST:

CCK (pmol/l) 17.4+2.00 16.7+£1.47 19.2+2.1
VIP (pmol/l) 12.6+0.88 11.5+0.83 5.2+0.28



Mindharom csoportban (kontroll, placebo, olanzapine) az éhgyomri CCK és VIP plazma
koncentracié értékek vonatkozasaban eltérést nem talaltunk. Etkezés hatasara a CCK
koncentraciok mindharom csoportban atlagosan 15-szeresre emelkedtek és az egyes csoportok
kozott a megemelkedett értékek szignifikans eltérést nem mutattak. A VIP esetében a
,kontroll” és a ,,placebo” csoportnal a plazma koncentracié emelkedés mintegy 5-sz6r6s volt,
ugyanakkor az ,,olanzapine” csoport esetében szignifikansan kisebb ndvekedést mértiink,
(csak 2-szeres volt az emelkedés). Eredmeényink azt jelzi, hogy méar az olanzapine egyszeri
bevitele is 1ényeges befolyassal van az étkezés hatasara bekovetkezé VIP felszabadulasra,
ugyanakkor a CCK felszabadulasat nem befolyésolja. A felszabadul6 és keringésbe juté VIP
csokkenese az olanzapine csoport egyeéneinél a bél motilitas csokkenését, valamint a taplalék
felszivodasanak valtozasat eredményezheti (Literati-Nagy et al. 2013).

RIA mddszerek kifejlesztése:

GLP-1 RIA: A GLP-1 tobb molekularis formaban fordul el a szervezetben, amelyek C-
termindlis vége azonos. RIA modszer: Antiszérum: C-terminalis érzékenységii antiszérumot
nyulak immunizalésaval termeltik BSA-GLP-1 (19-37) antigén sc. adasaval. Tracer: %I
izotoppal jelolt Tyr-GLP-1 (19-37) volt. Standard: Tyr-GLP-1 (19-37) a 0-1000 fmol/ml
kdzotti koncentracid tartomanyban. Puffer: 0,05 mol/l (pH: 7,4) foszfat-puffer, amely NaCl-t,
BSA-t és NaN3-t is tartalmazott. Kivitelezése: 100 pl antiszérumot, 100 pl RIA tracert, 100 pl
Tyr-GLP-1 (19-37) standardot, ill. ismeretlen mintdt mértink be annyi pufferhez, hogy a
végtérfogat 1 ml legyen. 48 6ras, 4 °C-on végzett inkubalds utan az antitestekhez kotédott és
szabadon maradd hormonfrakcidkat 100 pl szenes szeparald szuszpenzié hozzaadaséaval, ezt
kovetd centrifugalassal elvalasztottuk. Az iiledék radioaktivitdsit megmérve az ismeretlen
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2013).

Oxyntomodulin RIA: Az oxyntomodulin azonos a preproglucagon 33-69 peptiddel. Specifikus
RIA kifejlesztésehez olyan ellenanyagot kellett termelntnk, amely nem méri a glucagont, a
preproglucagon 33-61 peptidet. RIA modszer: Antiszérum: a C-terminalis érzékenységii
antiszérumot BSA-oxyntomodulin (23-37) antigén adasaval nyulakban termeltiik. Tracer:
1251-Tyr-oxyntomodulin (23-37). Standard: Tyr-oxyntomodulin (23-37) a 0-1000 fmol/ml
kdzotti koncentracio tartomanyban. A puffer és kivitelezés azonos a korabbival (Németh at al
2011).

GIP RIA: RIA modszer: Antiszérum: a C-terminalis érzékenységii antiszérumot nyulakban
termeltik BSA-GIP (27-42) antigén adaséval. Tracer: 1251-Tyr-GIP (27-42). Standard: Tyr-
GIP (27-42) a 0-1000 fmol/ml kdzotti koncentracioban. A puffer és kivitelezés azonos a
korabbiakkal (Németh at al 2011).

Thrittene RIA: A kbézelmultban azonositott thrittene neuropetid azonos a somatostatin-28 (1-
13)-al. RIA modszer: Antiszérum: a C-terminalis érzékenységii antiszérumot BSA-thrittene
antigen adasaval nyulakban termeltik. Tracer: 125I-Tyr(0)-thrittene. Standard: Tyr(0)-
thrittene a 0-1000 fmol/ml koz6tti koncentracid tartomanyban. A puffer és kivitelezés azonos
a korabbival ((Németh at al 2010, Frjes et al. 2012).

Corticosterone RIA: Az ellenanyagot, valamint a triciummal (3H) jel6lt tracert a kereskedelmi
forgalombol szereztiik be. A RIA miikodési koriilményeit magunk hataroztuk meg. Mérés -
counterrel tortént (Lendvai et al. 2013).



OTKA (75965) tdmogatott kozlemények:

Peitl B., Doébronte R., Németh J., Pankucsi Cs., Séari R., Varga A., Szilvassy Z..
Meal-induced enhancement in insulin sensitivity is not triggered by hyperinsulinemia in rats.
Metabolism Clin. Exp. 58: 328-332, 2009. (IF: 2.588)

Peitl B., Débronte R., Drimba L., Sari R., Varga A., Németh J., Pazmany T., Szilvassy Z.:
Involvement of cholecystokinin in baseline and post-prandial whole body insulin sensitivity in
rats.

Eur. J. Pharmacol. 644: 251-256, 2010. (IF: 2.737)

Bajza A., Németh J., Peitl B., Szilvassy Z.:
Block by nitrate tolerance of meal-induced insulin sensitization in conscious rabbits.
J. Cardiovasc. Pharmacol. 58: 508-513, 2011. (IF: 2.406)

Szilvassy Z., Németh J., Kovacs P., Paragh Gy., Séri R., Vigh L., Peitl B.:

Insulin resistance occurs in parallel with sensory neuropathy in streptozotocin-induced
diabetes in rats: differential response to early vs late insulin supplementation.

Metababolism 61: 776-786, 2012. (IF: 2.664)

Drimba L., Hegedus Cs., Yin D., Sari R., Németh J., Szilvassy Z., Peitl B.:
Beneficial cardiac effect of cicletanine in conscious rabbits with metabolic syndrome.
J. Cardiovacs. Pharmacol. 60: 208-218, 2012. (IF: 2.287)

Drimba L., Németh J., Sari R., Yin D., Kovacs A., Szénasi G., Szilvassy Z., Peitl B.:
In vivo preclinical evaluation of a promising antiarrhytmic agent, EGIS-7229.
Drug. Develop. Res. (in press) 2013 (IF: 1.193)

Drimba L., Débronte R., Hegeds Cs., Sari R., Yin D., Németh J., Szilvassy Z., Peitl B.:
The role of hyperinsulinemia in the development of cardiac arrhytmias.
Eur. J. Pharamcol. (submitted) (IF: 2.516)

Literati-Nagy B., Lelesz B., Kovacs P., Peitl B., Lonovics J., Nemeth J., Szilvassy Z.:
Post-prandial increase in blood level of gut hormones in obesity. The modifying effect of
atypical antipsychotics.

Eur. J. Clin. Invest. (kozlésre elékészitve) 2013. (IF: 3.018)

Németh J., Firjes G., Téth A., Peitl B., Séari R., Pérszasz R., Szilvassy Z.:
Description and application of the thrittene radioimmunoassay.
Basic Clin. Pharmacol. Toxicol. 107: 488, 2010. (IF: 2.371) (abstract)

Németh J.:
Development of radioimmunoassay (RIA) method for measurement of neuropeptid content.
Acta Physiol. 202: 87, 2011. (IF: 3.090) (abstract)

Firjes G., Toth G.K., Peitl B., Pérszasz R., Lelesz B., Sari R., Toth A., Szilvassy Z., Németh
J.

Thrittene radioimmonoassay: description and application of a novel method.

J. Radioanal. Nucl. Chem. 292: 113-118, 2012. (IF: 1.520)



Lendvai A.Z., Giraudeau M., Németh J., Bako V., McGraw K.J.:

Carotenoid-based plumage coloration reflects feather corticosterone levels in male house
finches (carpodacus mexicanus).

Behav. Ecol. Soc. (in press) 2013. (IF: 3.179)

Lelesz B., Toth G.K., Peitl B., Drimba L., Hegediis Cs., Sari R., Lampé Zs., Szivassy Z.,
Németh J.:

Description and application of a novel glucagon-like peptide-1 radioimmunoassay.

J. Radioanal. Nucl. Chem. (kozlésre elékészitve) 2013. (IF: 1.520)

Varhalmi E., Somogyi I., Kiszler G., Nemeth J., Reglodi D., Lubics A., Kiss P., Tamas A.,
Pollak E., Molnar L.:

Expression of PACAP-like compounds during the caudal regeneration of the earthworm
Eisenia fetida.

J. Mol. Neurosci. 36: 166-174, 2008. (IF: 2.061)

Borzsei R., Mark L., Tamas A., Bagoly T., Bay Cs., Csanaky K., Banki E., Kiss P., Vaczy A.,
Horvath G., Nemeth J., Szauer E., Helyes Zs., Reglodi D.:

Presence of pituitary adenylate cyclase activating polypeptide-38 in human plasma and milk.
Eur. J. Endocrinol. 160: 561-565, 2009. (IF: 3.539)

Somogyi I., Boros A., Engelmann P., Varhalmi E., Nemeth J., Lubics A., Tamas A., Kiss P.,
Reglodi D., Pollak E., Molnar L.:

Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide-like compounds could modulate the
activity of coelomocytes in the earthworm.

Ann. N.Y. Acad. Sci. 1163: 521-523, 2009. (IF: 2.670)

Brubel R., Boronkai A., Reglodi D., Racz B., Nemeth J., Kiss P., Lubics A., Toth G., Horvath
G., Varga T., Szogyi D., Fonagy E., Farkas J., Barakonyi A., Bellyei Sz., Szereday L.,
Koppan M., Tamas A.:

Changes in the expression of pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide in the human
placenta during pregnancy and its effects on the survival of JAR choriocarcinoma cells.

J. Mol. Neurosci. 42: 450-458, 2010. (IF: 2.922)

Reglodi D., Gyarmati J., Ertl T., Borzsei R., Bodis J., Tamas A., Kiss P., Csanaky K., Banki
E., Bay Cs., Nemeth J., Helyes Zs.:

Alterations of pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide-like immunoreactivity in the
human plasma during pregnancy and after birth.

J. Endocrinol. Invest. 33: 443-445, 2010. (IF: 1.476)

Czegledy L., Tamas A., Borzsei R., Bagoly T., Kiss P., Horvath G., Brubel R., Nemeth J.,
Szalontai B., Szabadfi K., Javor A., Reglodi D., Helyes Zs.:

Presence of pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP) in the plasma and
milk of ruminant animals.

Gen. Comp. Endocrinol. 172: 115-119, 2011. (IF: 3.267)

Szanto Z., Sarszegi Zs., Reglodi D., Nemeth J., Szabadfi K., Kiss P., Varga A., Banki E.,
Csanaky K., Gaszner B., Pinter O., Szalai Zs., Tamas A.:
PACAP immunoreactivity in human malignant tumor samples and cardiac diseases.



J. Mol. Neurosci. 48: 667-673, 2012. (IF: 2.504)

Tuka B., Helyes Zs., Markovics A., Bagoly T., Németh J., Mark L., Brubel R., Reglédi D.,
Pardutz A., Szolcsanyi J., Vécsei L.:

Peripheral and central alterations of pituitary adenylate cyclase activating polypeptide-like
immunoreactivity in the rat in response to activation of the trigelminovascular system.
Peptides 33: 307-316, 2012. (IF: 2.434)

Gyires K., Németh J., Zadori Z.S.:
Gastric mucosal protection and central nervous system.
Curr. Pharmac. Design (in press) 19: 000-000, 2013 (IF: 3.870)

Gyires K., Ronai A.Z., Németh J., Szekeres M., Zadori Z.S., Hunyady L.:

Angiotensin ll-induced activation of central AT, receptors exerts endocannabinoid-mediated
gastroprotective effect in rats.

Neuropharm. (submitted) 2013. (IF: 4.814)

Szabadalmi bejelentés:

Szilvassy Z., Peitl B., Németh J.
Széjon &t adhato inzulin gyogyszerkészitmeny.
P 09 00482/2009 (Magyarorszag)

Szilvassy Z., Peitl B., Németh J.
Orally administerable pharmaceutical preparation containing insulin.
PCT/IB2010053499 (European Patent Office)



