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A taladlmany targyat szelektiv PDElO-inhibitorok alkal-
mazasa képezi a kozponti idegrendszer rendellenességeinek
kezelésére, kozelebbrdl neuroldgiai és pszichiatriai rend-
ellenességek, példaul szimptémaként pszichdézis és deficiens
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t{:},lé_l_méf}_l_j:aﬁgyéi;——Jéépe—Z—i.—%%ébbé——a——papaverin*‘—aiﬂ(a']_mgz"é“s-g”""‘ :

szelektiv PDE1O=inhibiterként- A taldlmany targyat ke pezi

e&elw<@2}9 gatiasara ( ,‘_}{./
NS

Aktaszamunk: 96604-4185/PA



Po2 01310 A

f"”]
s
{Eh
T
O
500
7t
i

KOZZETETE

A taldlmany targyat szelektiv PDEl10-inhibitorok alkal-
mazasa képezi a kdzponti idegrendszer rendellenességeinek
kezelésére, kozelebbrdél neuroldgiai és pszichidtriai rend-
ellenességek, példaul szimptdémaként pszichdzis és deficiens
kognitiv képességgel jard rendellenességek kezelésére. A
taladlmany targyat képezi tovabbad a papaverin alkalmazasa
szelektiv PDElO-inhibitorként. A taldlmany targyat képezi
ezen fellil egy eljaras PDE10 gatléasara.

A ciklikus nukleotidok, ciklikus adenozin-monofoszfat
(cAMP) és ciklikus guanozin-monofoszfat (cGMP) intracellu-
laris masodlagos messengerként mikodik, nagyon sok intra-
cellularis folyamatot szabalyozva, példaul a kézponti ideg-
rendszer neuronjaiban végbemené folyamatokat. cAMP-t egy
membrankotdott enzimcsaldd, az adenilil ciklazok szinteti-
zalnak. A szerpin-csaladhoz tartoz6, igen sokféle receptor
szabalyozza ezeket az enzimeket, heterotrimer G-fehérjék
altal medidlt, kapcsoldé mechanizmuson keresztiil. Az intra-
celluléaris cAMP-szint novekedése cAMP-fliggé fehérje kindzok
aktivalddasahoz vezet, amelyek mas jeltovabbité kinazok,

transzkripcidés faktorok és enzimek aktivitasat szabalyozzak
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foszforilalasukon keresztil. A ciklikus AMP kbzvetlenil is
befolyasolhatja «ciklikus nukleotidok 4&ltal szabalyozott
ioncsatornak, foszfodiészterazok vagy guanin-nukleotid-
anyagcserében szerepet jatszé faktorok aktivitasat. A koz-
elmultban végzett kutatdsok alapjan azt 1is feltételezziik,
hogy intracellulédris cAMP az adenozin neuromodulator pre-
kurzoraként funkciondlhat, sejtbdl vald transzportjat kove-
téen.

A guanilil cikléaz, amely cGMP-t képes szintetizalni,
membrankstott és citoplazmikus formadkban fordul eldé. A
membrankstott forma G-protein-kapcsolt receptorokhoz, pél-
didul ANP-hez (,atrial naturetic peptide”) képes kotéddni,
mig a szolubilis guanilil ciklazt nitrogén(II)-oxid akti-
valja [Wang, X. és Robinson, P. J., Journal of
Néurochemistry 68, 443-456 (1997)]. cAMP-hez hasonlban, a
kézponti idegrendszerben, cGMP jeltovabbitd folyamatsorban
szerepet Jjatszé medidtorok k&zé tartoznak cGMP-kapuzott
ioncsatornak, cGMP-szabdlyzott foszfodiészterdzok és cGMP-
figgé fehérje kindzok. Mivel a ciklikus nukleotidok fontos
szerepet tdltenek be a kdzponti idegrendszerben folyd szig-
nal-transzdukcidéban, joétékony terapids hatadsok olyan vegyii-
letek alkalmazasdbdl szarmazhatnak, amelyek hatéast képesek
kifejteni a ciklikus nukleotidokkal Osszefiiggd jeltovabbi-
tds szabalyzéasara.

A ciklikus nukleotidokkal oOsszefiiggé Jjeltovébbitéas
szabdlyzasanak alapvetd mechanizmusa ciklikus nukleotidok
katabolizmusa, melyet foszfodiészterédz katalizal. A foszfo-

diészterdzok (PDE) 11 csaladja ismeretes, melyeket 21 kiu-



lénféle gén koéddol. Minden génbdl tipikusan tobb splicing-
varians keletkezik, ami kés8bb az izoenzim-diverzitas ki-
alakulasat biztositja. A PDE-csaladokat funkcionalisan meg
lehet kiilonboztetni ciklikus nukleotid szubsztrat-
specifitads, a szabdlyzas mechanizmusa (i) és inhibitorokra
vald érzékenység alapjan. Tovabba PDE-k eltérd mértékben
expresszalédnak az organizmusban, példaul a kézponti ideg-
rendszerben. Az emlitett eltérd enzimaktivitasok és lokali-
za4cidé eredményeként, a kiilénboz8 PDE-izoenzimek jo6l megki-
16nboztethetd fizioldgias funkcidkat szolgalhatnak. Tovabb
olyan vegyliletek, amelyek képesek szelektiven gatolni joél
elhatarolhaté PDE-csaladokat vagy izoenzimeket, specidlis
terapias hatasokat, kevesebb mellékhatéast, vagy mindkettdt
biztosithatjak.

PDEl10-et egyedi csaladként azonositjuk primer amino-
sav-szekvenciaja és Jjellegzetes enzimaktivitasa alapjan.
EST-adatbazisok homoldgidra vald szkrinelésével az egérere-
detld PDE10A-t foszfodiészterdzok PDElO-csaladdjanak elséd
tagjaként azonositottdk [Fujishige és mtsai., J. Biol.
Chem. 274, 18438-18445 (1999); Loughney, K. és mtsai., Gene
234, 109-117 (1999)]. A ragcsalodban eldforduldé homolédgot
szintén klénoztak [Soderling, S. és mtsai., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 96, 7071-7076 (1999)]1, és mind patkanyerede-
td, mind humdn génekbdl azonositottdk az N-terminalis
splicing-variansokat [Kotera, J. és mtsai., Biochem.
Biophys. Res. Comm. 261, 551-557 (1999); Fujishige, K. és
mtsai., Eur. J. Biochem. 266, 1118-1127 (1999)]. A fajok

k6zodtt nagymértékdi a homoldgia. Az egérbdl szarmazd PDE1OAL



779 aminosavbdél 4116 fehérje, amely cAMP-t és cGMP-t egya-
rant képes hidrolizalni AMP-vé, illetve GMP-vé. A PDE10 af-
finitasa cAMP-re (K, = 0,05 uM) nagyobb, mint cGMP-re (Kn =
3 puM). Azonban a V,.x cGMP-re ko&riilbeliil 5-sz6r nagyobb,
mint cAMP-re, ami arra a feltételezésre vezetett, hogy
PDE10 egyedi cAMP-gatolt cGMP&z ([Fujihige és mtsai., J.
Biol. Chem. 274, 18438-18445 (1999)].

PDE10 1lokalizacidja is egyedi jeilegﬁ emlésszerveze-
tekben a tobbi PDE-csalddhoz viszonyitva. PDE10-mRNS csak
herékben és agyban expresszaléddik nagymértékben [Fujihige,
K. és mtsai., Eur. J. Biochem. 266, 1118-1127 (1999);
Soderling, S. és mtsai., Proc. Natl. Acad. Sci. 96, 7071-
7076 (1999); Loughney, K. és mtsai., Gene 234, 109-117
(1999)]. Ezek a kezdeti vizsgalatok azt mutattak, hogy
PDE10 expresszidéja az agyban a striatumban (caudate és
putamen), n. accumbensben és a tuber olfactoriumban a leg-
nagyobb mértékl. A koézelmultban részletesen analizdltak
ragcsaldk agyaban elSforduldé PDE10-mRNS expresszids minta-

zatat [Seeger, T. F. és mtsai., Abst. Soc. Neurosci. 26,

345.10, (2000)].

A  talalmény targyat képezi eljaras szorongas vagy
pszichotikus rendellenesség kezelésére emlésszervezetben,
példaul emberben, amelyben az emlésszervezetnek beadunk
szelektiv PDE10-inhibitor akkora mennyiségét, amely hatasos
szorongas vagy pszichotikus rendellenesség kezelésére.

Szintén a taldlmény targyat képezi eljaras szorongas
vagy pszichotikus rendellenesség kezelésére emldsszervezet-

ben, példaul emberben, amelyben az emldsszervezetnek be-



adunk szelektiv PDE10-inhibitor akkora mennyiségét, amely
hatdsos PDE10 gatléasara.

A taladlmany szerinti eljarads alkalmazéséaval kezelheté
pszichotikus rendellenességek példaul: schizophrenia, pél-
daul paranoid, dezorganizalt, katatdniéas, differencidlatlan
vagy rezidudlis tipus; schizophreniform rendellenesség;
schizoaffektiv rendellenesség, példaul érzékcsalddassal ja-
ré6 tipus vagy depressziv tipus; vegyi anyag altal indukéalt
pszichotikus rendellenesség, példaul alkohol, amfetamin,
cannabis, kokain, hallucinogének, inhalacidés anyagok,
opioidok vagy fenciklidin &ltal induk&lt pszichézis; para-
noid tipusu személyiségzavar; és schizoid tipusuy személyi-
ségzavar.

A taldlmédny szerinti eljaréas alkalmazasaval kezelhet§
szorongasos rendellenesség, példaul panikbetegség, agorafo6-
bia; specifikus fébia; szocidlis fébia; obszessziv-kompul-
ziv rendellenesség; poszttrauméds stresszt kiséré rendelle-
nesség; akut stresszt kisérd rendellenesség és &altaléanos
szorongasos rendellenesséq.

Szintén a taldlmadny téargyat képezi eljarads mozgés-
rendellenesség, példadul Huntington-betegség és dopamin-ago-
nistat alkalmazdé terdpiaval asszocialt diszkinézia kezelé-
sére emldsszervezetben, példadul emberben, amelyben az em-
l&8sszervezetnek beadunk szelektiv PDElO-inhibitor akkora
mennyiségét, amely hatasos a rendellenesség kezelésére.

Szintén a taldlmény targyat képezi eljdrds mozgas-
rendellenesség, példaul Huntington-betegség és dopamin-

agonistat alkalmazdé terdpiaval asszocialt diszkinézia keze-



lésére emlésszervezetben, példaul emberben, amelyben az em-
l8sszervezetnek beadunk szelektiv PDEl10-inhibitor akkora
mennyiségét, amely hatasos PDE10 gatlasara.

A taldlmany targyat képezi tovabbad eljarads mozgas-
rendellenesség, példaul Parkinson-kér és ,nyugtalan 1ab”
szindréma kezelésére emldsszervezetben, példadul emberben,
amelyben az emlésszervezetnek beadunk szelektiv PDE10-
inhibitor akkora mennyiségét, amely hatdsos a rendellenes-
ség kezelésére.

Szintén a taldlmadny targyat képezi eljadrds mozgas-
rendellenesség, példaul Parkinson-kér és ,nyugtalan 14&b”
szindréma kezelésére emlésszervezetben, példaul emberben,
amelyben az emld&sszervezetnek beadunk szelektiv PDE10-inhi-
bitor akkora mennyiségét, amely hatdsos PDE1l0 gatléaséara.

A taldlmany targyat képezi tovabba eljards kabitdszer-
élvezet, példaul alkohol-, amfetamin-, kokain- vagy o6piat-
élvezet kezelésére emlésszervezetben, példdul emberben,
amelyben az eml&sszervezetnek beadunk szelektiv PDE10-inhi-
bitor akkora mennyiségét, amely hatdsos kabitdészer-élvezet
kezelésére.

A taldlmény targyat képezi tovabbad eljaras kabitdszer-
élvezet, példaul alkohol-, amfetamin-, kokain- vagy o6épiat-
élvezet kezelésére emlésszervezetben, példaul emberben,
amelyben az emldsszervezetnek beadunk szelektiv PDE10-inhi-
bitor akkora mennyiségét, amely hatdsos PDE10 gatléasara.

A Lkdbitdszer-élvezet” kifejezésen a leirasban drog
abnormalis kivanasat értjuk, amelyet &altaldban motivaciés

zavar Jjellemez, kényszer a kivant drog fogyasztédsara és



epizddok, amelyben intenziv, kielégithetetlen a vagy drog
utan.

A taladlmany targyat képezi tovédbba eljaras szimptdéma-
ként deficiens kognitiv képességgel 3jard rendellenességek
kezelésére emldsszervezetben, példaul emberben, amelyben az
emlésszervezetnek beadunk szelektiv PDE10-inhibitor akkora
mennyiségét, amely hatédsos kognitiv deficiencia kezelésére.

A taladlmany targyat képezi tovabba eljaras szimptdma-
ként deficiens kognitiv képességgel 7Jjard rendellenességek
kezelésére emldésszervezetben, példidul emberben, amelyben az
eml&sszervezetnek beadunk szelektiv PDE10-inhibitor akkora
mennyiségét, amely hatédsos PDE10 gatlésara.

A ,deficiencia kognitiv képességben” kifejezésen, me-
lyet a leirédsban ,szimptémaként deficiens kognitiv képes-
séggel Jjard rendellenesség” kifejezésként emlitink, egy
vagy tobb, kognitiv vonatkozasu képesség, példaul meméria,
értelem vagy tanulas és logikai képesség szubnormalis miko-
désére utal egy konkrét egyedben mas egyedekhez viszonyit-
va, ugyanolyan altalanos koru populédciéban. A ,deficiencia
a kognitiv képességben” kifejezésen Dbarmilyen konkrét
egyedben, egy vagy tobb, kognitiv vonatkozasu képesség mi-
kodésében bekovetkezett csokkenést 1is értink, példaul a
kognitiv képességek Oregedéssel Osszefiiggé hanyatlasat.

A taldlmadny szerinti eljarédssal kezelhet$, szimptodma-
ként deficiens kognitiv képességgel Jjard rendellenesség,
példaul dementia, példaul Alzheimer-kér, multi-infarktusos
dementia, alkoholos dementia vagy mas, droggal kapcsolatos

dementia, intrakranalis tumorokkal vagy agytraumaval asszo-



cidlt dementia, Huntington-betegséggel vagy Parkinson-
kérral asszocidlt dementia vagy AIDS-el kapcsolatos demen-
tia; delirium; amnézias rendellenességqg; poszttraumas
stressz Dbetegség; mentadlis visszamaradottsag; tanuléasi
rendellenesség, példdul olvasasi készség rendellenessége,
matematikai készség rendellenessége vagy 1irasbeli kifeje-
z8készség rendellenessége; figyelemzavar/hiperaktivitas
rendellenessége; és kognitiv képességek Oregedéssel Ossze-
fliggé hanyatlésa.

Szintén a taldlmany targyat képezi eljaras kedélybe-
tegség vagy kedélybeteg epizdd kezelésére emlSsszervezet-
ben, példaul emberben, amelyben az emldsszervezetnek be-
adunk szelektiv PDE10-inhibitor akkora mennyiségét, amely
hatdsos a rendellenesség vagy epizdéd kezelésére.

Szintén a taladlmdny téargyadt képezi eljadrads kedélybe-
tegség vagy kedélybeteg epizdéd kezelésére eml8sszervezet-
ben, példidul emberben, amelyben az emlésszervezetnek be-
adunk szelektiv PDEl0-inhibitor akkora mennyiségét, amely
hatdsos PDE10 gatléasara.

A taldlmany szerinti eljaradssal kezelhetd kedélybeteg-
ségek vagy kedélybeteg epizdédok lehetnek példaul enyhe,
mérsékelt vagy sulyos tipusu, jelentés depressziv kedélybe-
teg epizdéd, manids vagy kevert kedélybeteg epizdéd, hipoma-
nids kedélybeteg epizdd; atipusos jellemzbkkel rendelkezd,
depressziv kedélybeteg epizdd; melankdlikus Jellemzdkkel
rendelkezd, depressziv kedélybeteg epizdd; katatdnids jel-
lemz8kkel rendelkezd, depressziv kedélybeteg epizdd; sziilés

utdn kialakuld kedélybeteg epizdéd; szélités utani dep-



resszid; Jjelentds depresszidés rendellenesség; disztimias
rendellenesség (koros lehangoltsdg); kismértékii depresszids
rendellenesség; menstrudcidé eldétti depresszids rendellenes-
ség; poszt-pszichotikus depresszidés rendellenesség schizo-
phreniaban; Jelentds depressziés rendellenesség, amely
pszichotikus rendellenességhez, példaul érzékcsaldédashoz
vagy schizophrenidhoz hozzadaddédik; bipolaris rendellenes-
ség, példaul bipolaris I. betegség, bipolaris II. betegség
és ciklotimiads betegség.

A leirasban a ,szelektiv PDEl10-inhibitor” kifejezésen
egy vegyi anyagot értiink, amely példaul olyan szerves mole-
kula, amely PDEl0O-csalddhoz tartozd enzimet nagyobb mérték-
ben képes hatékonyan gatolni, mint barmilyen mas PDE-
enzimet, kiiléndsen a PDE 1-9. csalddokhoz tartozd, barme-
lyik enzimet, vagy barmelyik PDEll-enzimet. A talalmany egy
eldnydts megvaldsitdsi médja szerint, egy szelektiv PDE10-
inhibitor olyan vegyi anyag, példaul szerves molekula,
amelynek K;-értéke PDE10-gdtldsra kisebb vagy koériilbelil
akkora, mint az anyag barmelyik masik PDE-enzim gatlasara
vonatkozd Ki-értékének egy tizede. Mas szavakkal kifejezve,
az anyag korilbelil 1/10 koncentracidéban gatol ugyanakkora
mértékben PDEl10-aktivitast, mint amely koncentraciéban bar-
milyen mas PDE-enzimet gatol.

Egy anyagot altaldban akkor tekintiink PDE10-aktivitéas
hatékony inhibitoranak, ha ICso-értéke kisebb vagy kériilbe-
14l 10 pM, eldényosen kisebb vagy koériilbelil 0,1 uM.

nSzelektiv PDE10-inhibitort” példaul ugy lehet azono-

sitani, hogy Osszehasonlitjuk egy anyag PDElO-aktivitast



gatld képességét mas PDE-csalddhoz tartozd PDE-enzimeket
gatld képességével. Példaul egy anyagot vizsgalni lehet ar-
ra vonatkozdan, hogy milyen mértékben képes PDE10-
aktivitast, valamint PDEl1-, PDE2-, PDE3A-, PDE4A-, PDE4B-,
PDE4C-, PDE4D-, PDES5-, PDE6-, PDE7-, PDE8-, PDES- és PDE11l-
aktivitast gatolni.

A taldlmany egy eldényos megvaldsitisi mdédja szerint, a
taldlminy szerinti, fentebb leirt terdpids eljaradsban sze-
lektiv PDE10-inhibitorként papaverint alkalmazunk.

Szintén taldlmany targyat képezi eljaras PDE10 szelek-
tiv gatlasara eml&sszervezetben, példaul emberben, amelyben
az emldésszervezetnek beadunk papaverin akkora mennyiségét,
amely hatésos PDE10 gatlésara.

A ,kezelés” Jjelentése ,eljards egy rendellenesség ke-
zelésére” kifejezés vonatkozasaban olyan rendellenességq,
vagy a rendellenesség egy vagy tobb szimptémadjanak vissza-
forditadsara, enyhitésére vagy sulyosbodasanak gatlasara
utal, amelyre a kifejezést alkalmazzuk. A leirasban a kife-
jezésen, a paciens allapotatdl figgben, a rendellenesség
prevencidjat is értjlik, beleértve a betegség vagy barmilyen
asszocidlt szimptdéma kialakulasanak prevencidjat, valamint
a rendellenesség vagy barmilyen asszocidlt szimptdéma su-
lyossaganak csokkentését a kialakulas elStt. A ,Lkezelés”
kifejezést alkalmazzuk egy rendellenesség kiujuladsanak pre-
vencidéjara is.

Példaul ,schizophrenia vagy schizophreniform vagy
schizoaffektiv rendellenesség kezelése” kifejezésen a le-

iradsban az emlitett rendellenességek egy vagy tdbb szimptd-



majanak (pozitiv, negativ és mas asszocidlt jelenség) keze-
lését értjuk, példaul ezekkel asszocialt érzékcsalddas
és/vagy hallucinacié kezelését. Schizophrenia vagy schizo-
phreniform vagy schizoaffektiv rendellenesség mas szimpto-
maja lehet dezintegralt beszéd, mania, alogia, anhedonia,
nem megfeleld affektus (érzelmi 4&llapot), depresszids ke-
délybetegség (példaul depresszid, szorongas vagy dih), és
kognitiv képességek rendellenes miikodésének néhany indika-
cidja.

Az ,eml&sszervezet” kifejezésen a leirdsban az ,emlé-
s6k” osztalyanak barmelyik tagjat értjiik, példaul embere-
ket, kutyédkat és macskéakat.

Abrak rovid leiréasa:

1. abra: Az abran 1lévé oszlopdiagram segitségével be-
mutatjuk kisérleti &llatokban kialakult katalepsziat novek-
v8 papaverin-dézis fiiggvényében. A szirke oszlopok megfe-
lelnek papaverin és haloperidol kombinaciéjénak, és amely
hatékonyabb haloperidol-indukalt katalepsziat tett lehetdévé
papaverin alkalmazasaval. A fekete oszlopok papaverin egye-
dili alkalmazasanak felelnek meg. Ezek a fekete oszlopok
azt mutatjik, hogy a papaverin egymagaban nem indukalt ka-
talepsziat egészen 32 mg/kg dbézisig. Konkrétabban, beadtunk
papaverint a megjeldlt dbézisokban egymagdban vagy haloperi-
dollal (0,32 mg/kg), 30 perccel a tesztelés eldtt. Az egyes
oszlopok megfelelnek hat, hasonldan kezelt &llathoz tartozéd
latenciaiddé kozépértékének arra vonatkozdan, hogy az alla-
tok mennyi 1idé alatt veszik 1le mindkét els8 1labukat az

emelvényrél. Kruskall-Wallace-féle variancianalizist alkal-



maztunk a sorba allitott latenciaidék Osszehasonlitaséara,
amelyekben papaverint egymagdban alkalmaztunk azzal szem-
ben, hogy haloperidollal egyitt alkalmaztuk. Post hoc ana-
lizis azt mutatta, hogy 3,2, 10 és 32 mg/kg papaverin-
dézist plusz haloperidolt kapott 4&llatok szignifikdnsan
(**) hosszabb latenciaiddkkel rendelkeztek, mint a halope-
ridollal egymagaban kezelt allatok.

2. abra: Az &bran 1lévé két oszlopdiagramot taldlha-
tunk, amelyen bemutatjuk kisérleti A&allatok &ltal végzett
helycserés mozgasok szamat, melyet mozgathatdé boxokban ha-
taroztunk meg az anyag beadasat kovetd elsé 60 percben. A
fels6 diagramon papaverin mozgésya kifejtett hatasait ha-
sonlitjuk papaverin amfetamin-indukdlt mozgasra kifejtett
hatasaihoz. Az alsé diagramon papaverin egymagaban kifej-
tett hatéasait hasonlitjuk papaverin PCP-indukdlt mozgasra
kifejtett hatédsaihoz. 1 mg/kg i.p. amfetamint adtunk be.
3,2 mg/kg i.p. PCP-t adtunk be. A papaverint mindkét &gens-
sel egylutt 32 mg/kg i.p. dbzisban adtuk be. A adatok a
helycserés mozgasok szamanak kozépértékét jelentik + SEM, a
drog beadasat kovetd elsd 60 percben, n=8 patkany/csoport.

**p<0,01 vivéanyaggal szemben/vivdanyag kontroll;
*p<0, 05 vivéanyaggal szemben/PCP Student-féle t-prdbaval.

PDE-2, -3 és -5, izoenzimeket, beleértve huma&n PDE-ket
corpus cavernosumbdél; PDEl-et, izoenzimeket, beleértve hu-
mant, szivkamrdbodl; és PDE4-et, izoenzimeket, beleértve hu-
mant, vazizombdl lehet prepardlni. PDE6-t példaul kutyak
retinajéabdl lehet preparalni. Nativ szovetbd8l kiinduld en-

zimpreparéalas leirasa céljabdél lasd példaul: Boolell, M. és



munkatarsai, Int. J. Impotence Research 8, 7-52 (1996), me-
lyet a kitanitds részének tekintiink.

PDE 7-1l-eket hasonldan lehet prepardlni nativ szdévet-
b6l. A PDE 7-9. és 11l. csaladok izoenzimjeit ezzel alterna-
tiv médon, olyan teljes hosszusagu, humdn rekombinans
klénokbdl lehet elSadllitani, amelyek példdul SF9-sejtekbe
vannak transzfektalva [Fisher, D. A. és mtsai., Biochem.
Biophys. Res. Commun. 246, 570-577 (1998); Soderling, S. H.
és mtsai., Biochem. Biophys. Res. Comm. 96, 7071-7076
(1999); Fisher, D. A. és mtsai., J. Biol. Chem. 273, 15559-
15564 (1998b); és Fawcett, L. és mtsai., PNAS 97, 3702-3707
(2000)]. PDElO-et patkanyeredetd rekombinadns kldénbdl is eld
lehet 4llitani, amely SF9-sejtekbe wvan transzfektalva
[Fujishige és mtsai., European Journal of Biochemistry 266,
1118-1127 (1999)]. Az enzimeket azutadn FPLC-vel lehet pre-
pardlni sejtlizatumok szolubilis frakcidéjabdél, PDE6-ra le-
irtak szerint. A fentebb idézett hivatkozadsokat teljes egé-
sziikben a kitanitads részének tekintjlk.

Az egyik vizsgdlati eljardsban egy anyagot arra
szkrineliink, hogy milyen mértékben képes gatolni ciklikus
nukleotid hidrolizisét, melyet PDE1l0 és mas géncsaladokbédl
szarmaz6 PDE-k katalizalnak. A vizsgalati eljarasban, az
egyes PDE-k esetén alkalmazott ciklikus nukleotid-
szubsztrat koncentrédcidéja a Km—-koncentracidé 1/3-a volt, ami
lehet&vé tette a kiilonbozé enzimekhez tartozd ICso—értékek
6sszehasonlitasat. PDE-aktivitast szcintillacids kozelségi
vizsgalati eljaréason (,Scintillation Proximity Assay”; SPA)

alapuldé mbédszerrel mértik, korabban leirtak szerint



(Fawcett és mtsai., 2000). PDE-inhibitorok hatédsat régzi-
tett mennyiségil enzim (PDE 1-11) vizsgalataval hataroztuk
meg, valtoztatott anyagkoncentracié és alacsony szubsztrat-
koncentracié jelenlétében, igy az ICsp-érték kozeliti a K-
értéket (jeloletlen és [’H]-val jelolt cGMP-t vagy cAMP-t
3:l-aranyban alkalmaztunk, 1/3 Km-koncentracidéban). A vizs-
galati eljarasban alkalmazott végtérfogat 100 pl volt, me-
lyet a vizsgalati eljarasban alkalmazott pufferrel (20 mM
Tris-HCl, pH 7,4, 5 mM MgCl,, 1 mg/ml marhaszérum-albumin)
allitottunk be. A reakcidkat az enzim hozzaadasaval indi-
tottuk, 30-60 percig inkubaltuk 30°C-on, ez 30%-nal kisebb
szubsztrat-atvitelt eredményezett, és 50 pl ittrium-szili-
kat-SPA-gysngyskkel (Amersham) allitottuk le (amely 3 mM-t
tartalmazott a PDE-9 és -1ll-nek megfeleld jeldletlen cikli-
kus nukleotidbdél). A talcakat ujra lezartuk és 20 percig
razattuk, azutan a gyongydket sotétben hagytuk letlilepedni,
és azt kovetden TopCount tadlcaleovasdban (Packard, Meriden,
CT) szamlaltuk a radiocaktivitast. A radioaktivitas egysége-
it a nem gatolt aktivitas (100%) szazalékaira konvertaltuk,
az 1inhibitorkoncentrdcié fiuggvényében abrazolva, és az
ICso-értékekhez Microsoft Excel ,Fit Curve” alkalmazasaval
jutottunk.

Szelektiv PDEl1O-inhibitor példaul papaverin, azaz 1-
[(3,4-dimetoxi-fenil)-metil]-6,7-dimetoxi-izokinolin. Isme-
retes, hogy a papaverin hatékony simaizom-lazité, melyet
agyi érgoércs és szivkoszoru-érgorcs, valamint erekcidé rend-
ellenes miikoddésének kezelésére alkalmaznak. BAr az emlitett

terapias aktivitasok alapja nem j6l1 ismert, a papaverin-
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aktivitéast altalédban nem-szelektiv foszfodiészteraz-
inhibitorként 1irjadk le (“The Pharmacological Basis of
Therapeutics”, 6. kiadas, szerk. A. G. Gilman, L. S.
Goodman, A. Gilman, Macmillan Publishing Co., New York,
1980, 830. old.). BAr a papaverin természetesen eldSforduld
novényi alkaloid, 1leirtak teljes bioszintézisét [példaul
Brochmann-Hanssen és mtsai., J. Pharm. Sci. 60, 1672
(1971), melyet a kitanitas részének tekintink].

Szelektiv PDEl10-inhibitort a taldlmdny szerint be le-
het adni egymagaban vagy kombinacidéban gybégyadszatilag elfo-
gadhaté hordozdékkal, egy vagy tobb dbézist tartalmazd forma-
ként. Alkalmas gybébgyaszatilag elfogadhaté hordozdék lehetnek
inert szilard higitészerek vagy toltbanyagok, steril vizes
oldatok és kiilonbozé szerves olddszerek. Az igy eldallitott
gybgyaszati készitményeket azutdn konnyen be lehet adni ki-
16nboz8 dbézisegységeket tartalmazd formakban, példaul tab-
lettadk, porok, szdgletes cukorkdk, szirupok, injektédlhatod
oldatok és hasonldék formadjaban. Ezek a gydgyadszati készit-
mények kivant esetben tartalmazhatnak tovabbi alkotérésze-
ket, példaul izesitészereket, kotdanyagokat, segédanyagokat
és hasonlékat. Tehat oradlis beadads céljara szolgald tablet-
tdk tartalmazhatnak kiilénbdz& segédanyagokat, példaul nat-
rium-citratot, kalcium-karbondtot vagy kalcium-foszfatot
alkalmazhatunk kiilonb6z6 dezintegransokkal (mallasztésze-
rekkel), példaul keményitével, metil-celluldzzal, alginsav-
val és bizonyos komplex szilikatokkal, kotdadgensekkel, pél-
ddul polivinil-pirrolidonnal, szachardézzal, zselatinnal és

akdciaval egyltt. Tablettazdsi célokra gyakran alkalmaznak



tovabba sikositdszereket, példaul megnézium-sztearatot,
nadtrium-lauril-szulfatot és talkumot. Hasonlé tipusu szi-
lard készitményeket is alkalmazhatunk kotdanyagként lagy és
kemény, toltott zselatinkapszulakban. Erre a célra eldnydo-
sen alkalmazott anyag lehet laktdéz vagy tejcukor, és nagy
molekulatomegd polietilén-glikolok. Ha vizes szuszpenzidkat
vagy elixireket alkalmazunk ordlis beadas céljara, az &alta-
la tartalmazott hatdanyagot kiilénbdz8 édesité§szerekkel vagy
izesit6 anyagokkal, szinezékekkel vagy festékekkel, és ki-
vant esetben emulgealdszerekkel vagy szuszpendadld Agensek-
kel lehet kombindlni, higitdszerekkel, példaul vizzel, eta-
nollal, propilén-glikollal, glicerinnel vagy ezek kombina-
cidéjaval egylitt.

Parenteralis beadasra olyan oldatot alkalmazunk, amely
szelektiv PDE10-inhibitort szézam- vagy mogyordéolajban vagy
vizes propilén-glikolban tartalmaz, vagy steril vizes olda-
tot lehet alkalmazni. Ilyen vizes oldatokat szlikséges eset-
ben pufferelni kell, és a folyékony higitészert el&szdr
izotdniassa tessziik elegendd natrium-klorid-oldattal vagy
glikézzal. Ezek a konkrét vizes oldatok kiilontsen alkalma-
sak intravénéas, intramuszkularis, szubkutédn és intraperito-
nedlis beadasra. Az alkalmazott steril vizes tapkdzegek
mind kénnyen eldéallithatdk szakember adltal ismert, standard
technikak alkalmazasaval.

Szelektiv PDEl10-inhibitort a taldlmény szerinti tera-
piéds eljarasokban beadhatunk oralisan, transzdermalisan
(példaul ragtapasz alkalmazasaval), parenteralisan (példaul

intravénasan), rektdlisan vagy topikadlisan. PDE10O-inhibito-



rok napi dbézisa a taldlmédny szerinti rendellenességek és
dllapot kezelésére alkalmazva &ltaldban korilbeliil 0,01 és
korilbelil 100 mg/kg ko6zdtt van, a kezelendd paciens test-
tomegére vonatkoztatva. Példadul szelektiv PDE10-inhibitort
be lehet adni példaul pszichotikus rendellenesség kezelésé-
re atlagos testtémegd (korilbeldl 70 kg) embernek, koriilbe-
1il 1 mg és koriulbeliil 7000 mg kozotti napi dézisban, eld-
nyésen korulbeliil 1 mg és korilbelil 1000 mg kozotti napi
dézisban, egyetlen vagy elosztott (azaz t&bb) részletben. A
fentebb emlitett dézistartomadnyokra alapozva képzett orvos
megvalaszthatja a beadott mennyiséget, figyelembe véve is-
mert szempontokat, példaul a kezelendd személy témegét, ko-
rat és allapotat, a betegség sulyossagat, és a kivalasztott
beadasi médot.

Az alabbi példakkal a talalmadny szerinti megoldéas
szemléltetésére szolgal. Azonban nyilvanvald, hogy a taldl-
many szerinti megoldast, melyet a leirasban és a szabadalmi
igénypontokban ismertetiink, nem kivanjuk korlatozni az
alabbi példakban leirt részletekkel.

1. példa

Szelektiv PDE10-inhibitorok: papaverin

Papaverint szkrineltik arra vonatkozdan, hogy milyen
mértékben képes ciklikus nukleotid hidrolizisét gatolni,
amelyben PDE10-et és mas géncsaladokbdl szarmazd PDE-enzi-
meket alkalmaztunk. A vizsgalati eljarédsban, az egyes PDE-k
esetén alkalmazott ciklikus nukleotid szubsztrat koncentra-
cidéja a Km-koncentracié 1/3-a volt. Ez lehetévé tette a kii-

16nb6z46 enzimekhez tartozd ICs—-értékek Osszehasonlitasat.
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A PDE-aktivitast ittrium-szilikatos SPA-gydngydket al-
kalmazdé vizsgdlati eljards alkalmazasaval mértink, melyet
fentebb, a részletes leiradsban ismertettink. A radioaktivi-
tas egységeit a nem gatolt aktivitas (100%) szazalékaira
konvertaltuk, az inhibitorkoncentracié filiggvényében Aabra-
zolva, és az ICsy—értékekhez Microsoft Excel ,Fit Curve”
alkalmazasaval jutottunk.

Megfigyeltiik, hogy a papaverin kivételesen hatékony
kompetitiv inhibitora PDE10-nek, ICso—értéke 18 nM (1. tab-
lazat). A papaverin az Osszes tobbi, tesztelt PDE-vel szem-
ben alkalmazva lényegesen kevésbé volt hatékony. PDE10 utéan
az enzimet leghatékonyabban a PDE40 gatolta, ICso—értéke
320 nM , amely 19-szer kisebb érték, mint ugyanez PDElO-re.
Tehat az adatok alapjan elsé alkalommal jelenthetjiik ki,
hogy a papaverin szelektiv PDE10-inhibitor, és ezt a vegyli-

letet lehet alkalmazni az emlitett enzim fiziolbgidjanak

vizsgalatara.
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ICso—értékek papaverin-gatlasra a felsorolt

PDE-k esetén. Meghataroztuk az ICso—értékeket az egyes

enzimekre,

érték 1/3-a volt,

az alkalmazott szubsztratkoncentracidé a Km-—

amely lehetdévé tett kilonbdzd enzimek

5sszehasonlitasat. A PDEl10O-szelektivitasi aranyhoz ugy

jutunk, hogy az adott PDE-hez tartozé ICsp—értéket el-

osztjuk a PDE10O-hez tartozd ICsp-értékkel.

Izoenzim ICs0, MM Szelektivitasi aréany
(ICso/ ICso, PDE1O)
PDE10 0,018 -
PDE1 37 2,055
PDE2 9 500
PDE3A 1,3 72
PDE4A 1,9 105
PDE4B 1,4 78
PDEA4C 0,8 44
PDE4D 0,32 18
PDES 8 444
PDE6 0,86 48
PDE7 27 1500
PDES8 >10 >555
PDE9 400 20000
PDE11 11 611
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2. példa

Szelektiv PDElO-inhibitor hatisai ciklikus nukleotid

metabolizmusara kézepes méretld tuskés neuronokban

Szelektiv PDE10-inhibitorként papaverin ciklikus nuk-
leotid metabolizmusara kifejtett hatasait vizsgadltuk pat-
kdnyeredeti kdzepes méretd tiliskés neuronok primer tenyésze-
tében, melyet az 1. példdban leirtak szerint hatédroztunk
meg.

El7-patkdnyembrid striatumdbdél szarmazd neuronokat te-

nyésztettiink BDNF jelenlétében, amelyek igy nagyon hasonld

fenotipust mutattak korabban leirt fenotipusokhoz
[Ventimiglia és mtsai., Eur. J. Neurosci. 7, 213-222
(1995)]. Az ilyen neuronok koriulbelill 50%-a pozitivan fes-

tédstt GABA-immunoreaktivitasra, ami megerésitette kbzepes
méret(i, tiskés neuronok jelenlétét a tenyészetekben. PDE-
10-mRNS expresszidéjat 5 DIV mértékben igazoltuk RNaz-védési
vizsgalati eljarassal ezekben a tenyészetekben.
El&S4allitottunk striatalis tenyészeteket kordbban leir-
tak szerint [Ventimiglia és mtsai., Eur. J. Neurosci. 7,
213-222 (1995)]. Roviden o6sszefoglalva, El7-patkanyokbdl
szarmazd striatumokat (caudate nucleus és putamen) feldara-
boltunk, el8allitottunk egysejtes szuszpenzidt, és 5 x 10°
neuron/sejt slriliségben szélesztettiik tébb tenyésztdhelyet
tartalmazé téalcékra, amelyek poli-L-ornitin/laminin-nal
voltak burkolva. A sejteket B27-kiegészitést és 100 ng/ml
BDNF-et tartalmazdé Neurobasal-tadpkozegbe oltottuk. A kisér-

leteket tipikusan 4 napig végeztilk iIn vitro. Ezekben a

sejttenyészetekben a sejtek tobbségét a kozepes tluskés



neuronok alkottdk (50-60%, GABA-immunoreaktivitassal iga-
zolva) .

RNaz-védési vizsgalati eljarashoz RNS-t preparaltunk
ezekb8l a patkanyeredetl, kozepes méretd tiiskés neuronokat
tartalmazdé, primer tenyészetekbdl centrifugadlédssal 150.000
g-n, 20°C-on, 21 oéra hosszaig, 5,7 M cézium-klorid-gradien-
sen, korabban 1leirt eljaras szerint [Iredale, P. A. és
mtsai., Mol. Pharmacol. 50, 1103-1110 (1996)]. Az RNS-
itledéket felszuszpendadltuk 0,3 M natrium-acetatban (pH
5,2), etanollal kicsaptuk és a koncentracibéjat spektrofoto-
metriaval meghataroztuk. PDEl10-riboprébdt egéreredetli cDNS-
bsl izolalt, 914 bp méretd fragmens (megfelelt a 380-1294.
bp-nak) PCR-amplifikacidéjaval &allitottunk eldé. Ezt a frag-
menst azutdn pGEM3Zf-be kldénoztuk. A vektort linearizaltuk,
és T7-RNS-polimerazt alkalmaztunk [**P]-jeldlt, antiszensz
riboprdéba szintetizédlasara. RNaz-védési vizsgdlati eljaréast
végeztiink RPAII-reagenskészlet (Ambion) alkalmazasaval. Ro-
viden 6sszefoglalva, 5 pg totdl cellularis RNS-t hibiridi-
zaltunk [”P]—jelélt PDE10-riboprébaval (korulbelil 105
cpm/minta) egy €jszakan at 42°C-on. A koévetkezd napon a
mintakat RNaz-A-val és Tl-el inkub&ltuk 30 percig, 37°C-on,
és azutan a védett, dupla szalu RNS-fragmenseket kicsaptuk,
és karbamidot tartalmazéd, 6%-os poliakrilamid-gélen megfut-
tattuk.

Papaverin ciklikus nukleotidokra kifejtett hatédsainak
tesztelése céljabdl, a striatalis sejttenyészetet 4 napos
in vitro tenyésztés utan Ca® /Mg*'-mentes, foszfat-pufferolt

natrium-klorid-oldattal mostuk, és egy o6éra hosszaig eldin-
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kubaltuk Ca”/Mg“—mentes, foszfat-pufferolt natrium-klori-
dot, 30 mM HEPES-t, 1 mM kalcium-kloridot, 1 mg/ml dextrédzt
és 5 mM magnézium-kloridot tartalmazdé pufferben. A striata-
lis sejteket foszfodiészterdz-inhibitorok hatédsanak tettiik
ki, és husz percig inkubaltuk 37°C-on. Ha cGMP-t mértiink, a
neuronokat natrium-nitroprussziddal (amely nitrogén-oxid-
forras) stimuldltuk két percig, ezt kovetden 20 percig
inkubadltuk a vegyiilettel. Ha cAMP-t mértink, a neuronokat
forskolinnal 20 percig stimulaltuk, amely adenilat ciklaz
aktivatora. A sejteket 1lizAltuk cAMP SPA direkt szrineld
vizsgadlati eljarésban alkalmazott puffer (0,01% natrium-
azidot tartalmazé, 0,05 M acetat) és A-puffer (133 mg/ml
dodecil-trimetil-amménium-bromid) 9:1-ardnyd kombinacidbja-
val, és a lizatumokat szaraz 7jégen fagyasztottuk. cGMP
[I125] vagy cAMP [I125] szcintillacidés kOzelségi vizsgalati
eljadrast (SPA) alkalmaztunk a megfeleld$ ciklikus nukleotid
sejtlizadtumokban 1évé koncentracibdjanak detektdlaséra.

A papaverin egymagdban nem befolyadsolta sem a cAMP,
sem a cGMP alacsony alapszintjét a striatalis tenyészetek-
ben. Ezért a vegyluletek hatdsait olyan korilmények kozott
vizsgaltuk, amelyben cAMP- vagy cGMP-szintézis stimuldlva
volt forskolinnal vagy NO-donor natrium-nitroprussziddal
(SNP), sorrendben. A tenyészetek 20 perces stimuldléasa
forskolinnal (0,1-10 uM) a cAMP-mennyiségek koncentracioé-
fliggé novekedését eredményezte. Ehhez hasonlbéan, a tenyé-
szetek rovid, 2 perces kezelése SNP-vel (3-1000 uM) a cGMP-
mennyiségek koncentracid-fiiggé novekedését eredményezte.

Forskolin egymagaban (10 pM) nem valtoztatta meg a cGMP-
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koncentracidkat, az SNP (300 pM) sem nodvelte a CcAMP-
mennyiségeket. A papaverin cAMP- és cGMP-metabolizmusra ki-
fejtett hatéasaink meghatérozasa céljabdl, striatalis tenyé-
szeteket inkub&ltunk kiilonbozé koncentracidéju vegyliletek-
kel, és azutan szubmaximdlisan hatékony koncentracidéban
stimulaltuk forskolinnal (1 pM) vagy SNP-vel (100 uM). Az
emlitett forskolin- vagy SNP-koncentrdcidk 2-3-szoros nove-
kedést eredményeztek a cAMP és cGMP alapszintjéhez képest,
sorrendben. A papaverin koncentracié-fiiggé novekedést ered-
ményezett az SNP-indukéalt cGMP-akkumulacidban, 11,7 uM
EC,00—értékkel (akkora inhibitorkoncentracié, amely 2-szeres
novekedést eredményez) (2. téblazat). A maximdlis hatést
100 uM-nal figyeltiik meg, ahol a cGMP-szintek 5-szdrdsére
emelkedtek olyan tenyészetekben, amelyeket csak SNP-vel
egymagaban stimuldltunk. A papaverin cAMP-akkumulaciéban is
okozott novekedést, forskolin-stimulalt tenyészetekben.
Azonban a vegyiilet 3,3-szor kevésbé hatékony cAMP-szint no-
vekedésének eldsegitésében, mint cGMP-re. A papaverin hatéa-
sait striatalis tenyészetekben eltér$ szelektivitassal ren-

delkez8, mas PDE-inhibitorokhoz hasonlitottuk (2. téabla-

zat) .
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2. tablazat. cGMP és cAMP megnovekedett mennyiségének meg-
feleld EC,p0o-értékek patkanybdl szarmazéd striatalis
neuronok primer tenyészetében. Az EC,o—értékek arra a
koncentraciéra utalnak, amely 200%-os ndvekedést okoz a
cGMP- vagy cAMP-termelésben, SNP- vagy forskolin-
stimulalt tenyészetekben, sorrendben. Az egyes értékek
jelentése: ko&zépérték + S.E.M. a megjelolt szamu kisér-
letbdl (n). Az egyes kisérletekben, valamennyi k&riil-

ményt 3-6 lednytenyészetben ismételtiink.

Vegyilet cGMP, ED;qo CcAMP, ED0 cAMP/cGMP
(M) +S.E.M. (n) (UM) +S.E.M. (n)
Papaverin 11,7+8,3 (4) 38,3+11,4 (4) 3,3
Rolipram 11,7+8,3 (4) 2,5+2,0 (3) 0,09
Zaprinast 11,7+8,3 (4) >100 (3) 1
IBMX 19,5 30, 2 1,5
3. példa

Szelektiv PDEl10O-inhibitor hatasa bazalis ganglionok

mikédésének vizsgalatira kidolgozott allatmodellben

Human és nem-humdn emldsszervezeteken végzett vizsga-
latokban kimutattak, hogy a bazalis ganglionok igen sokféle
motoros valamint kognitiv és emocionalis/étvaggyal kapcso-
latos viselkedést szabalyoznak [Graybiel, A. M., Current
Biology 10, R509-11 (2000)]. R&agcsaldékban kifejlesztettek
kisérleti modelleket, amelyeket vegyiiletek bazalis ganglio-

nok mikodésére kifejtett hatdsainak meghatarozasara lehet



alkalmazni. Azt talaltuk, hogy a papaverin eldére nem latha-
td mdédon, egyedi profillal rendelkezik viselkedésre kifej-
tett hatéasaiban, két ilyen modellben.

Papaverin hatdsat egymagdban és kombinadcidéban halope-
ridollal teszteltilk annak meghatdrozédsa céljabol, hogy mi-
lyen mértékben képes katalepsziat indukalni him CD-patka-
nyokban. Ezt az &llatmodellt alkalmaztuk annak analizalé&sa-
ra, hogy vegylletek milyen hatast fejtenek ki bazalis
ganglionok kimeneteire. Papaverint (1,0, 3,2, 10 vagy 32
mg/kg) vagy viv6anyagot szubkutadn adtunk be. Néhany kisér-
letben ezt azonnal 1,0 mg/kg haloperidol (s.c. 0,3%-os bor-
késavban) kovette. Harminc perccel a drog beadasa utén,
meghataroztuk a katalepszia fokat ugy, hogy az allatok elsd
ldbait egy emelvényre (10 cm magas, 1 cm atméréjd) helyez-
tik, és meghataroztuk a latenciaidét arra vonatkozdan, hogy
az allatok mennyi id&é alatt veszik le mindkét elsd8 labukat
az emelvényrél, amelyben a latenciaidé kiiszobértéke 30 ma-
sodperc volt. A latenciaidSket az egyes kezelési csoportok-
ra Kruskall-Wallace-féle variancianalizis alkalmazasaval
dllitottuk sorba. Post hoc analizist Mann-Whithey-féle U-
teszt alkalmazaséaval végeztiink.

A haloperidol antipszichotikus &agens erdételjes kata-
lepsziat idézett eld ebben a modellben, koradbban leirtak
szerint [Chartoff, E. és mtsai., J. Pharmacol. Exp. Ther.
291, 531-537 (1999)]. Azt talaltuk, hogy a haloperidol ma-
ximalis, hatékony dézisa 1 mg/kg s.c. volt. Ezzel ellentét-
ben, papaverin nem indukalt katalepsziat, ha egymagdban ad-

tuk be egészen 32 mg/kg s.c. (p=0,86) dbzisig. Azonban az
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1. abran lathatd, hogy a papaverin lehetdvé tette a kata-
lepszia kialakulasat szubmaximdlis dézisu (0,32 mg/kg,
S.c.) haloperidol alkalmazasa esetén (p<0,001). Haloperi-
dol-indukalt katalepsziat lehetévé tevs, minimadlisan haté-
kony papaverin-dézis 3,2 mg/kg, s.c. Ebben a kisérletben
kimutattuk, hogy papaverin képes megvaltoztatni bazalis
ganglionok kimenetét antipszichotikus aktivitadssal megegye-
z6 iranyban.
4. példa

Szelektiv PDE10-inhibitor hatasa pszichézis vizsgala-

tadra létrehozott allatmodellben

Ezutan a papaverinnek a mozgasi (lokomotor) aktivita-
sara kifejtett hatasat vizsgaltuk patkdnyokban, (el8re-hat-
ra) mozgatott dobozban. PCP-stimuldlt mozgads mértékének
csbkkenése ragcsaldkban elfogadott mdédszer primer szkrine-
lésre Uj antipszichotikus &agensek keresésére. Az ujabb,
atipikus antipszichotikus 4&gensek &ltaldban inkabb PCP-
stimulalt gatlast mutatnak, az amfetamin-stimulalt mozgés-
aktivitassal szemben. Kifejlett, him, Sprague-Dawley-féle
patkanyokat (250-300 g) a Charles River cégtél (Wilmington,
MA) szereztink be. A mozgasaktivitadst kereskedelmi forga-
lomban rendelkezésre &ll6, mozgathatd boxokban (Coulbourn
Instruments, Allentown, PA) hataroztuk meqg ,crossover” moz-
gasviselkedés vizsgalataval. Az adatokat 5 percenként gyiij-
tottik, 1 o6raval a drog beadédsa utdn. Az allatok egyrészt
hordozdét (5% DMSO, 5% Emulphor, 90% fizioldbgiads natrium-
klorid-oldat), fenciklidint (PCP, Sigma Chem., Co.) vagy

amfetamin-szulfatot (RBI) kaptak, majd koézvetleniil ezutan



hordozdét vagy tesztvegylletet. A statisztikai analizist
Student-féle t-préba alkalmazadsaval végeztiik.

Az amfetamin és fenciklidin (PCP) pszichostimulénsok
egyarant nagymértékben fokoztdk a mozgdsaktivitast ebben a
modellben. A papaverin egymagaban (32 mg/kg, i.p.) kismér-
tékd csokkenést idézett eld a mozgédsaktivitasban, amely
statisztikailag szignifikdns néhany vizsgalat szerint (2.
dbra) . Azonban ugyanekkora dézis papaverin szignifikans
csbkkenést idézett eld 3,2 mg/kg i.p. fenciklidinnel stimu-
1adlt mozgasaktivitasban, anélkiil, hogy befolyadsolnia visel-
kedés szempontjabdél ekvivalens dézis amfetaminnal (1 mg/kg,
1.p.) elbéidézett aktivitast.

Diszkussziéd

A fentebb emlitettek szerint, mar leirtdk PDE10-mRNS
nagymértékd expresszidéjat striatumban, nucleus accumbensben
és tuber olfactoriumban (szagldégumdban), in situ hibridiza-
las alkalmazéasaval kimutatva (Seeger, T. F. és mtsai., mint
fent). Ennek megfeleld, nagy mennyiségd PDE10-fehérjét is
talaltunk ezekben az agyi régidkban, PDE10-fehérjére speci-
fikus monoklonalis ellenanyag alkalmazasaval. A striatumban
és n. accumbensben nagymértékd PDE10-mRNS-expressziét ta-
laltunk a kézepes méretli, tiiskés neuronokban. K&zepes mére-
td, tiuskés neuronok a striatumbdl, n. accumbensbdl és tuber
olfactoriumbél kimend neuronok; és az emlitett agyi struk-
turakban 1évd Osszes neuron 95%-at teszik ki. Tovabba, nagy
mennyiségl PDE10-fehérjét figyeltink meg olyan kbézepes mé-
retd, tiskés neuronok nyulvanyaiban (axonokban és végzd8dé-

sekben), amelyek a striatumbdél, n. accumbensbdl és tuber



olfactoriumbdl mas agyi régiok felé nyulnak, példaul globus
pallidusba és substantia nigra-ba. Ez utébbi agyi régiodkban
egyébként kevés vagy nem detektdlhatdé mennyiségi PDE10-mRNS
van. Tehat ezekben a régidékban nagy mennyiségdi PDE10-fehér-
je a kozepes méretili, tiskés neuronok axonjaibdl és végz8dé-
seib8l szarmazik. Vizsgalatainkban tovabbéa kimutattuk, hogy
PDE10-mRNS és —-fehérje kisebb mértékben expresszaléddik méas
agyi reégidék neuronjaiban, konkrétan a kéregben (cortex),
hippocampusban és kisagyban (cerebellumban).

A striatumban és nucleus accumbensben tapasztalt,
nagymértékli PDEl0-expresszidé kiilondsen érdekes azt tekint-
ve, hogy ezek a bazalis ganglionok fé, agykérgi bemendé mag-
vai, valamint alapvetd, idegvégzd8déseket tartalmazd teriile-
te a kozépagy dopaminerg nyulvanyainak. A striatumba és
ventralis nyulvanyaba, a nucleus accumbensbe, afferens,
glutamaterg izgalom érkezik az agykéreg lényegében minden
régidéjabdl, és szubkortikdlis integracidés helyként mikodik
igen sokféle kérgi aktivitasra. A dorzalis striatumot alta-
laban ugy tekintjiik, hogy a motoros viselkedés szabalyzasa-
ban jatszik szerepet, mig a ventradlis régidék, példaul az
accumbens, emocionalis/étvaggyal kapcsolatos viselkedések
szabalyzasaban jatszik szerepet. Tehat feltételezziik, hogy
PDE10 valdszinlileg olyan jeltovabbitdé folyamatsorban jat-
szik szerepet, amely szdmos ilyen alapvetd, fiziolégiai fo-
lyamatot szabalyoz.

A striatum kéreg felél jovS bemenete primer ingerile-
tet biztosit a GABAerg, kbozepes méreti, tiskés nyulvanyos

neuronok (MSN) szamara, amelyek az 8sszes striatalis neuro-
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nok akar 95%-at is alkothatjak. Az MSN glutamaterg aktiva-
lasa viszont k&zépagybél kiinduld, massziv dopaminerg beme-
nettel szabalyozott. Ezen két afferens rendszer antagonisz-
tikus természetét szdmos vizsgdlatban kimutattdk. Példaul
laboratériumi &dllatokban mozgasaktivitast lehet stimulalni
dopaminreceptor-agonistakkal vagy a glutamdtreceptor NMDA-
altipusanak antagonistédjaval [Carlsson, M. L. és Carlsson,
A., Trends Neurosci. 13, 272-276 (1990)]. D,-dopaminrecep-
tor-antagonistak, példaul haloperidol kataleptikus hatéasat
NMDA-receptor—-antagonistak, példaul haloperidol-indukalt
génexpresszidé csokkenti [Chartoff, E. és mtsai., J.
Pharmacol. Exp. Ther. 291, 531-537 (1999)]. A kézelmiltban
kimutattak, hogy D,-dopaminreceptorok blokkoldsa striatalis
NMDA-receptorok foszforilalt vagy aktivalt &llapotanak né-
vekedését eredményezi [Leveque és mtsai., Journal of
Neuroscience 20, 4011-4020 (2000)].

Az a felismerés, hogy valamennyi, klinikailag hatasos
antipszichotikum potencidlis D,-antagonista-aktivitéassal
rendelkezik, ahhoz az eredeti elmélethez vezetett, amely
szerint a schizophrenia szimptémai a mezolimbikus dopamin-
rendszer tulzott aktivitasdnak eredménye. Kémiai vegyiiletek
dopamin-agonistak k&zvetlen vagy kodzvetett stimuldns tulaj-
donsagait képesek csokkenteni, igy ez fontos laboratédriumi
tesztté valt uj antipszichotikus agensek kutatasaban. A ko-
zelmultban kimutattdak, hogy NMDA-receptor-antagonistak,
példaul PCP megbizhatban reprodukaltak a schizopheria pozi-
tiv, negativ és kognitiv szimptémait emberekben [Luby és

mtsai., (1959); Rosenbaum és mtsai., (1959); Krystal és



mtsai., (1994)), ami a schizopheria hipofrontalitas-elméle-
tének kifejlesztéséhez vezetett. Leegyszerilsitve, ebben az
elméletben feltételezik, hogy a striatum-medidlt viselkedé-
si gatléds schizophrenidban deficiens, cstkkent mértékud
glutamaterg, és konkrétan NMDA-receptor-medidlt neuro-
transzmisszidé kovetkeztében. Ez az elmélet teljesen Ossz-
hangban van D,-dopaminreceptor—-antagonistadk ismert anti-
pszichotikus hatéaséaval, azt véve, hogy kozvetleniil vagy
kozvetve képesek a striatum kérgi bemenetének gatlasat fel-
oldani (a fentebb leirtak szerint). Ahhoz ragaszkodva, hogy
PCP megkettdézi schizphrenia szimptdémiit emberekben, PCP-
stimulalt mozgas elsédleges szkrinelésként vald alkalmaza-
sahoz vezetett ragcsaldkban, Uj antipszichotikus &gensek
kutatadsa soran. Ujabb és valészinlileg hatékonyabb, atipusos
antipszichotikus &gensek elsésorban PCP-stimulalt mozgasak-
tivitadssal szemben fejtik ki hatasukat amfetamin-stimulalt
mozgasaktivitashoz viszonyitva, amely ugy tunik, alata-
masztja az emlitett megkozelitést [Gleason, S. D. és
Shannon, H. E., Psychopharmacol. 129, 79-84 (1997)].

Bar antipszichotikus terapia jelenleg alkalmazott meg-
kozelitései 4altalaban membréanreceptorokat vesznek célba,
feltételezziik, hogy PDE10 intracelluldris manipuléaciéival,
amely NMDA-receptor hatasait fokozza vagy D,-dopaminrecep-
tor hatasait csoOkkenti az MSN-ben, szintén antipszichotikus
hatdsokat lehet 1létrehozni. Ismeretes, hogy cAMP- és PKA-
aktivitas novelése striatalis neuronokban fokozza glutamat-
agonistéakra, példaul NMDA-ra adott valasz mértékét

[Colwell, C.S. és M.S. Levine, J. Neuroscience 15, 1704-



1713 (1995)]. Haloperidol neuroleptikus hatdsa szintén fligg
cAMP-szintek [(Ward, R.P. és D.M. Dorsa, Neuroscience 89,
927-938 (1999)] és PKA-aktivaldédas [Adams, M.R. és mtsai.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94, 12157-12161 (1997)] nbéveke-
désétd8l. cGMP mennyisége a striatumban szintén noévekszik
D,-dopaminreceptor blokkoladsara [Altar, C. A. és mtsai.,
Eur. J. Pharmacol. 181, 17-21 (1990)], és ismeretes, hogy
PKG néhany, a folyamatsorban késébb elhlyezkedd szubsztrat-
ja ugyanaz, mint amelyeket PKA foszforilal, példaul I. ti-
pusu protein foszfatéaz endogén inhibitorat, DARP-t
[Greengard, P. és mtsai., Brain Res. Rev. 26, 274-284
(1998)]. Ezért feltételezziik, hogy ciklikus nukleotid
mennyiségét az MSN-ben, a striatumban szelektiven novelni
képes agensek esetén ésszerd médon varhatd, hogy striatalis
funkciét képesek ndvelni, antipszichotikus hatast kifejtve,
és hogy PDEl10-inhibitor terdpidsan hatékony lesz pszichdzis
kezelésében, mivel ilyen vegyilet gatolni képes cAMP és
cGMP PDEl0-katalizalt metabolizmusat, novelve az emlitett
ciklikus nukleotidok mennyiségeit az MSN-ben.

A papaverinnel végzett, fentebb 1leirt kisérletekkel
kimutattuk, hogy szelektiv PDE10O-inhibitor képes novelni
ciklikus nukleotid koncentraci6éjat az MSN-ekben, a bazalis
ganglionok striatumdban. A fentebb leirt, &llatmodelleken
végzett kisérletekkel kimutattuk, hogy szelektiv PDE10-
inhibitor egyedi és nem vart vAaltozasokat képes eldidézi
bazalis ganlionok mikédésében.

A bazidlis ganglionok abnormalis mikodése a pszichdzi-

son kivil, kilonféle neuropszichidtriai &llapotokat is je-
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lenthet, példadul figyelemhidnyt/hiperaktivitdsi rendelle-
nességet  (ADHD) és ezzel Osszefliggé figyelemzavarokat
[Seeman, P. és mtsai., Molecular Psychiatry 3, 386-96
(1998)], depressziét [Kapur, S., Biol. Psychiatry 32, 1-17
(1992); Willner, P., Brain Res. 287, 225-236 (1983)] és ve-
gyi anyag kéros élvezetét ([Self, D. W., Annals of Med. 30,
379-389 (1998)]. Szamos neuroldgiai rendellenesség, példaul
Parkinson-kér, ,nyugtalan 14b” szindréma [Hening, W. és
mtsai., Sleep 22, 970-999 (1999)] és Huntington-betegség is
Osszefliigg bazadlis ganglionok mikoédési zavaraval. Tehat, itt
kéz6lt vizsgadlataink alapjan feltételezziik, hogy PDE10-
inhibitor terdpias hatédssal rendelkezik ilyen rendellenes-
ségek esetén.

A fentebb 1leirtak szerint azt talaltuk, hogy PDE10-
mRNS és PDE10-fehérje a hippocampus és kéreg neuronjaiban
is expresszaldédik. Mivel a kognitiv folyamatok a hippocam-
pus és kéreg mikodésétdl fiuggnek, feltételezzilik, hogy PDE1O
kognitiv folyamatokban is szerepet jatszik, és hogy PDE10-
inhibitort lehet alkalmazni olyan rendellenességek kezelé-
sére, amelyeknek jellemzé komponense a deficiens kognitiv

funkcié, példaul Alzheimer-kér vagy kognitiv képességek

dregedéssel Osszefliggéd hanyatlasa esetén.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljadras szorongéads vagy pszichotikus rendellenesség
kezelésére emlésszervezetben, azzal jellemezve, hogy az em-
l8sszervezetnek szelektiv PDEl10-inhibitor akkora mennyisé-
gét adjuk be, amely hatasos a szorongas és pszichotikus
rendellenesség kezelésére.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy pszichotikus rendellenességként a kovetkezd betegségek
barmelyikét kezeljik: schizophrenia, példaul paranoid, de-
zorganizalt, kataténiads, differencidlatlan vagy rezidualis
tipus; schizophreniform rendellenesséqg; schizoaffektiv
rendellenesség, példaul az érzékcsalddassal jard tipus vagy
a depressziv tipus; vegyl anyag altal induk&lt pszichotikus
rendellenesséqg, példaul alkohol, amfetamin, cannabis, koka-
in, hallucinogének, inhalacidés anyagok, opioidok vagy fen-
ciklidin &ltal indukalt pszichézis; paranoid tipusd szemé-
lyiségzavar; vagy schizoid tipusu személyiségzavar; és szo-
rongdsos rendellenességként a kovetkezd betegségek barme-
lyikét kezeljuk: pénikbetegség, agorafdbia; specifikus f£fo-
bia; szocidlis fbébia; obszessziv-kompulziv rendellenesség;
poszttraumds stresszt kisérd rendellenesség; akut stresszt
kisér8 rendellenesség vagy altaladnos szorongasos rendelle-
nesség.

3. Eljards mozgasrendellenesség, példaul Huntington-
betegség és dopamin-agonistat alkalmazd terapiaval asszoci-
alt diszkinézia kezelésére emlésszervezetben, azzal jelle-

mezve, hogy az eml&sszervezetnek szelektiv PDEl0-inhibitor



akkora mennyiségét adjuk be, amely hatésos a rendellenesség
kezelésére.

4. Eljaras mozgas-rendellenesséq, példaul Parkinson-
kér és nyugtalan 1lab szindréma kezelésére emlSsszervezet-
ben, azzal jellemezve, hogy az emldsszervezetnek szelektiv
PDE10-inhibitor akkora mennyiségét adjuk be, amely hatasos
a rendellenesség kezelésére.

5. Eljaras kabitészer-élvezet, példaul alkohol-, amfe-
tamin-, kokain- vagy oOpidt-élvezet kezelésére emlésszerve-
zetben, azzal jellemezve, hogy az eml8sszervezetnek szelek-
tiv PDE10-inhibitor akkora mennyiségét adjuk be, amely ha-
tadsos kabitodszer-élvezet kezelésére.

6. Eljarads szimptémaként deficiens kognitiv képesség-
gel jard rendellenességek kezelésére emldsszervezetben, az-
zal jellemezve, hogy az eml&sszervezetnek szelektiv PDE10-
inhibitor akkora mennyiségét adjuk be, amely hatésos a
deficiens kognitiv képesség kezelésére.

7. A 6. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy rendellenességként a kovetkezd betegségek barmelyikét
kezeljik: dementia, példaul Alzheimer-kér, multi-infarktu-
sos dementia, alkoholos dementia vagy mas, droggal kapcso-
latos dementia, intrakrandlis tumorokkal vagy agytraumaval
asszocialt dementia, Huntington-betegséggel vagy Parkinson-
kdérral asszocidlt dementia vagy AIDS-el kapcsolatos demen-
tia; delirium; amnézias rendellenesség; poszttrauméas
stressz Dbetegség; mentalis visszamaradottsag; tanulasi
rendellenesség, példaul olvaséasi készség rendellenessége,

matematikai készség rendellenessége vagy irasbeli kifeje-



z8készség rendellenessége; figyelemzavar/hiperaktivitéas
rendellenessége; vagy kognitiv képességek Oregedéssel
6sszefiiggd hanyatléasa.

8. Eljaras kedélybetegség vagy kedélybeteg epizdéd ke-
zelésére emldsszervezetben, azzal jellemezve, hogy az em-
14sszervezetnek szelektiv PDE10-inhibitor akkora mennyisé-
gét adjuk be, amely hatdsos a rendellenesség vagy epizdd
kezelésére.

9. A 8. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy kedélybetegségként vagy kedélybeteg epizdodként a ko-
vetkez®d betegségek barmelyikét kezeljik: enyhe, mérsékelt
vagy sulyos tipusu, jelentds depressziv kedélybeteg epizéd,
manias vagy kevert kedélybeteg epizdéd, hipomanias kedélybe-
teg epizdéd; atipusos jellemz&kkel rendelkezd, depressziv
kedélybeteg epizdd; melankdlikus jellemzbkkel rendelkezd,
depressziv kedélybeteg epizdd; katatdnias jellemzdbkkel ren-
delkez&, depressziv kedélybeteg epizdd; sziilés utan kiala-
kuldé kedélybeteg epizdd; széliités utani depresszid; jelen-
tés depresszidés rendellenesség; disztimias rendellenesség
(kébros lehangoltsag); kismértékl depresszidés rendellenes-
ség; menstruacid eldétti depresszidés rendellenesség; poszt-
pszichotikus depresszidés rendellenesség schizophreniaban;
nagymértékd depressziés rendellenesség, amely pszichotikus
rendellenességhez, példaul érzékcsalddashoz vagy schizo-
phrenidhoz hozzaadddik; bipolaris rendellenesség, példaul
bipolaris I. betegség, bipolaris II. betegség vagy cikloti-

mids betegség.
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10. Eljaras PDE10 szelektiv gatlasara emldsszervezet-
ben, azzal jellemezve, hogy az eml8sszervezetnek papaverin

akkora mennyiségét adjuk be, amely hatasos PDE10 gatlasara.
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