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Celem projektu: ,,Polski lek innowacyjny w terapii cukrzycy typu 2 oparty na mechanizmie
oddzialywania poprzez receptor PPARy — badania przedkliniczne” jest stworzenie czas-
teczki chemicznej o wlasciwosciach umozliwiajacych jej wykorzystanie w terapii cukrzycy
typu 2. Jednoczesnie podstawowym zalozeniem prowadzonych prac badawczych stalo si¢
zminimalizowanie dziatan niepozadanych towarzyszacych obecnie stosowanym lekom, jak
hepatotoksycznos$é, rozrost tkanki tluszczowej, czy stopniowa utrata funkcji komoérek B
trzustki.

Przyjeto zalozenie, iz mechanizm dziatania czasteczki bedzie polegat na aktywacji recepto-
réow jadrowych PPARY, ktdre sg czynnikami transkrypcyjnymi kontrolujacymi aktywnos¢
genow regulujacych wiele procesow metabolicznych. Badania zaprojektowano tak, aby
potwierdzi¢ sposob dziatania, aktywnos$¢ biologiczng i bezpieczenstwo dla najlepszego
z badanych zwiazkoéw, w takim stopniu, by pozwolilo to na jego wprowadzenie w fazg
badan klinicznych.

Aby zwigkszy¢ efektywnos¢ iszybko$¢ badan prowadzonych w ramach projektu na
poczatku 2005 roku stworzono Konsorcjum Naukowe, w sktad ktérego obok Adamedu,
bedacego koordynatorem catego przedsigwzigcia, weszly takze trzy duze uczelnie polskie:
Uniwersytet Warszawski, Uniwersytet Jagiellonski oraz Akademia Medyczna w Gdansku.
W sumie w realizacj¢ projektu zaangazowanych jest ponad 40 naukowcow.

Epidemiologia cukrzycy

Wazrost liczby zachorowan na cukrzycg przypomina swymi rozmiarami epidemi¢. W chwili
obecnej za jej gtowna przyczyng uwaza si¢ bedace konsekwencja otylosci: insulinoopor-
no$¢ oraz utrate funkcji komorek sekrecyjnych B trzustki. W efekcie tkanki obwodowe
odpowiedzialne za wykorzystanie glukozy (watroba, kora nerek, migsnie i tkanka thuszczo-
wa) wykazuja chroniczne pogorszenie odpowiedzi na insuling, co prowadzi do pojawienia
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si¢ hiperglikemii, ktéra w sposoéb istotny przyczynia si¢ do wystapienia powiktan mikrona-
czyniowych i sercowo-naczyniowych, w znaczacym stopniu podnoszac zapadalno$¢ na
inne choroby i $miertelno$¢. Zmniejszanie wrazliwosci tkanek na insuling oraz utrata
glikemii sa gtdwnymi objawami tzw. zespolu metabolicznego, ktdrego wystgpowanie coraz
czesciej kojarzy si¢ z zaburzeniami w funkcjonowaniu receptoréw jadrowych PPAR oraz
ze zmianami w wydzielaniu adipokin (leptyna, adiponektyna, rezystyna, TNF) przez
rozrastajaca si¢ brzuszng tkanke thuszczowa.

Rozrozniamy cukrzyce typu 1 i cukrzyce typu 2.

Cukrzyca typu 1 charakteryzuje si¢ catkowita lub prawie calkowita utrata zdolnosci
wydzielania insuliny przez komorki B trzustki. Patogeneza tej choroby moze by¢ zwiazana
z r6znymi czynnikami $rodowiskowymi odpowiedzialnymi za wywolanie reakcji autoim-
munologiczne] skierowanej przeciwko komorkom warunkujacym sekrecj¢ insuliny. Ich
$mier¢ prowadzi do catkowitego uzaleznienia pacjenta od egzogennie podawanej insuliny
lub jej analogdéw. Z kolei wspolne wystepowanie licznych patologicznych zmian w me-
tabolizmie glukozy jest prawdopodobnie przyczyna wysokiego ryzyka powiktan mikro-
i sercowo-naczyniowych wsrod cierpiacych na cukrzyce typu 2. Rozwoj cukrzycy typu 2
nastgpuje w wyniku wspotwystepowania tatwych do okreslenia zaburzen fizjologicznych,
takich jak: 1) opornos¢ migsni na insuling, 2) niewystarczajaca produkcja insuliny w trzust-
ce, 3) nadmierna produkcja glukozy i 4) opornos¢ tkanki thuszczowej na insuling. O wiele
trudniejszym zadaniem jest ustalenie molekularnych i biochemicznych przyczyn choroby,
poniewaz obejmujg one obok wielorakich, niedoktadnie poznanych predyspozycji gene-
tycznych szereg czynnikow srodowiskowych.

W zwiazku z obserwowanym na calym $wiecie dramatycznym wzrostem liczby ludzi
chorych na cukrzyce w ciagu ostatnich dwdch dziesigcioleci mozna mowic¢ o prawdziwe;j
epidemii tej choroby, mimo ze stowo ,.epidemia” w stosunku do choroby przewleklej
wydaje si¢ nieodpowiednie, a leczenie tej choroby moze staé si¢ glownym wyzwaniem
medycyny XXI wieku. Dotyczy to zwlaszcza cukrzycy typu 2, zapadalno$¢ na ktora
wzrasta zardbwno w krajach bogatych, jak i rozwijajacych si¢. Obecnie szacuje sig¢, ze na
$wiecie na cukrzyce typu 2 cierpi okolo 150-200 milionow ludzi, i przewiduje si¢, ze do
roku 2030 liczba ta wzrosnie do 360 milionéw. W krajach bogatych irozwinigtych
gospodarczo begdzie to stanowilo blisko 40% wzrost liczby chorych, natomiast w krajach
biednych liczba chorych wzrosnie niemal dwukrotnie. W Polsce obecnie na cukrzyce
choruja 2 miliony ludzi. Cho¢ u Europejczykow cukrzyca typu 2 wystgpuje zwykle po
pig¢dziesiatym roku zycia, to wsrod mieszkancéw poludniowej Azji i wysp Pacyfiku
zaobserwowano znacznie wczesniejsze pojawienie si¢ tej choroby. Co wigcej, stwierdzono,
ze czestos¢ wystepowania cukrzycy typu 1 umlodziezy amerykanskiej w wieku dojrze-
wania wzrosta dziesigciokrotnie, au mlodziezy japonskiej blisko 40-krotnie w ciagu
jednego pokolenia.

Fakt, ze cukrzyca nie daje si¢ uja¢ jako pojedyncza choroba o scisle okreslonej etiologii,
lecz jest czgscia zespotu patologicznych objawdw, ma powazne konsekwencje dla strategii
leczenia tej choroby. Wszystkie wspdlczesne terapie przeciwcukrzycowe maja charakter
leczenia objawowego. Spoteczne i ekonomiczne koszty leczenia cukrzycy sq juz obecnie
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wysokie. Choroba pochtania okoto 5-8% budzetu stuzby zdrowia na §wiecie, a przewiduje
si¢ dalszy gwaltowny wzrost kosztow. Gltowna ich cze$¢ zwiazana jest przy tym nie
z farmakologiczng regulacja poziomu cukru we krwi, lecz z leczeniem cigzkich powiktan
powodowanych przez t¢ chorobe. W przeprowadzonym w 2002 r. badaniu ,,Koszty
cukrzycy typu 2 w Polsce (Badanie CODIP)” ustalono, iz catkowite koszty bezposrednie
leczenia choroby osiagaja poziom 2,6 mld PLN. Obliczona kwota stanowi 8,08%
wszystkich nakladéw poniesionych na opiekg zdrowotna w Polsce w 2002 r. Z kolei
badanie POL-MONICA 2001 przeprowadzone w Polsce w populacji miejskiej — Warszawa
— pokazuje, ze otylos¢ dotyka ponad 30% mezczyzn i 27% kobiet, podczas gdy w populacji
wiejskiej, ktora byta reprezentowana przez dawne woj. Tarnobrzeskie, ponad 20%
mezczyzn i blisko 30% kobiet.

Leczenie cukrzycy

W poczatkowym etapie leczenie cukrzycy typu 2 obejmuje zazwyczaj porady i zalecenia
dotyczace modyfikacji diety, zmniejszenia masy ciata i zwigkszenia wysitku fizycznego.
Takie dziatania rzadko jednak okazuja sie¢ skuteczne ze wzgledu na nieche¢ pacjentéw do
zmiany trybu zycia i konieczne staje si¢ podawanie doustnych lekow przeciwcukrzyco-
wych, czesto w polaczeniu zinsuling lub w terapii skojarzonej. Obecnie najczgsciej
stosowane sg doustne leki poprawiajace glikemie, wsrod ktérych wydzielono cztery grupy,
ze wzgledu na ich mechanizm dziatania:

Pochodne sulfonomocznika (glimepirid, glibenklamid)

Sa one skuteczne jedynie w przypadku leczenia cukrzycy zzachowang czynno$cig wy-
dzielniczg trzustki. Ich dziatanie polega na pobudzaniu wydzielania insuliny przez komorki
B wysp trzustkowych. Gtownymi zagrozeniami stosowania pochodnych sulfonomocznika
jest mozliwo$¢ wystapienia hipoglikemii (nadmiernego obnizenia poziomu cukru),
zwigkszenie wagi ciala oraz mozliwos¢ interakcji z wieloma grupami lekéw. Skuteczno$é
lekow ztej grupy jest ograniczona w czasie i zwykle po uptywie kilku lat biochemiczne
wskazniki kontroli cukrzycy pogarszaja si¢. Nie zatrzymujq postgpu choroby ani nie
wplywaja na podstawowe przyczyny cukrzycy typu 2. Gléwnym niebezpieczenstwem
stosowania tej grupy lekow jest pojawiajaca si¢ w czasie utrata funkcji sekrecyjnej
komérek B trzustki.

Pochodne biguanidu (metformina)

Trudno jest jednoznacznie wskaza¢ mechanizm dzialania metforminy. Z jednej strony
poprzez zahamowanie fosforylacji oksydacyjnej powoduje ona zmniejszenie syntezy ATP
w mitochondriach. Efektem takiego dzialania jest ograniczenie watrobowej resyntezy
glukozy oraz opdznienie jelitowego wchtaniania glukozy. Z drugiej strony poprzez
aktywacje kinazy zaleznej od AMP (AMPK), posrednio w efekcie zahamowania syntezy
ATP, ,zmusza” komorki do prowadzenia coraz bardziej intensywnego metabolizmu
1 wykorzystywania znajdujacych si¢ w organizmie zrddet weglowodandw. Dodatkowo
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pochodne biguanidu wykazuja korzystne dziatanie na profil lipidowy — metformina obniza
poziom frakcji cholesterolu LDL, trojglicerydéw oraz podwyzsza poziom HDL. Niestety
leki te daja liczne efekty uboczne: dolegliwosci ze strony uktadu pokarmowego (wyni-
kajace z gromadzenia si¢ leku w s$cianie is$wietle przewodu pokarmowego), ryzyko
wystapienia kwasicy i $piaczki mleczanowej oraz nadmiernej utraty wagi ciala.

Inhibitory alfa-glukozydaz jelitowych (akarboza, miglitol)

Powoduja obnizenie wchtaniania jelitowego glukozy, a tym samym mniejszy popositkowy
przyrost glikemii. Nie wplywaja na zwigkszenie wydzielania insuliny, zmniejszenie gluko-
neogenezy watrobowej, czy tez zmniejszenie insulinoopornosci tkanek. Ich dziatania
uboczne zwiazane sg w glownej mierze z dolegliwosciami ze strony uktadu pokarmowego
wynikajace ze zwigkszonej fermentacji bakteryjnej niestrawionych weglowodanow.

Pochodne tiazolidynodionow (pioglitazon, roziglitazon)

Selektywne ligandy receptora PPAR gamma poprzez jego aktywacj¢ reguluja ekspresje
gendw kodujacych bialka zaangazowane w regulacj¢ metabolizmu weglowodanéw 1 lipi-
déw. Ich dziatanie przejawia sie gtownie poprzez zwigkszenie insulinowrazliwos$ci tkanek
obwodowych, obnizenie glukoneogenezy watrobowej, poprawg profilu wydzielniczego
tkanki thuszczowej. Obnizeniu poziomu glukozy we krwi towarzyszy spadek poziomu
wolnych kwaséw ttuszczowych, tréjglicerydow oraz zwigkszenie poziomu frakcji HDL.
Czgsto opisywany jest korzystny wplyw stosowania tiazolidynodionéw na funkcjonowanie
komoérek B wysp trzustkowych (poprzez obnizenie poziomu wolnych kwaséw thuszczo-
wych). Do dziatan niepozadanych mozemy zaliczy¢ zwigkszenie retencji ptynow ustro-
jowych, zwigkszenie wagi ciata i podwyzszenie poziomu enzymow watrobowych (ALAT
i ASPAT), co moze sugerowac toksyczny wptyw na watrobe.

Inhibitory proteazy DPPIV (wildagliptyna, sitagliptyna)

W 2007 roku wprowadzono na rynek nowga klas¢ lekdw przeciwcukrzycowych bedacych
inhibitorami proteazy DPPIV. Zahamowanie aktywnosci tego enzymu przyczynia si¢ do
podwyzszenia poziomu we krwi tzw. hormonéw inkretynowych, a w szczegdlnosci GLP-1
— glukagonopodobnego peptydu 1, ktdrego obecnosci wptywa korzystnie na parametry
funkcjonalne komorek B trzustki.

Mechanizm dziatania — modulacja aktywnosci receptora PPARy

Jadrowe receptory aktywowane proliferatorami peroksysoméw (PPAR, peroxisome prolife-
rator-activated receptor) to czynniki transkrypcyjne, ktérych stymulacja wplywa na meta-
bolizm glukozy i thuszczy, wrazliwos$¢ tkanek na insuling, przebieg procesow zapalnych,
odpowiedz immunologiczng oraz podzialy i réznicowanie komorek. Peroksysomy sg orga-
nellami powszechnymi niemal we wszystkich komorkach eukariotycznych, szczegolnie
duze i liczne wystgpuja w hepatocytach i komorkach kanalikéw proksymalnych. Znajduja
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si¢ w nich enzymy uczestniczace w P-oksydacji $rednio i dtugotancuchowych kwasow
thuszczowych, tak nasyconych, jak i nienasyconych, metabolizmie cholesterolu, aminokwa-
sow, puryn oraz w procesach oksydo-redukcyjnych.

Pierwsze receptory jadrowe PPAR zostaly odkryte w 1990 roku w komoérkach watroby
i okreslone mianem PPARa, od tego czasu sklonowano i scharakteryzowano trzy rodzaje
receptorow: o, [3/6 oraz y. Zidentytfikowano takze co najmniej trzy warianty PPARYy (v1, y2,
73), ktére powstajq na drodze alternatywnego sktadania genu.

Rys. 1. Mechanizm dziatania receptorow jadrowych PPAR.

Budowa receptorow PPAR jest podobna, wszystkie zawieraja cztery gtowne domeny:
(1) N-koncowa domene transaktywacyjna, niezalezng od obecnosci liganda (domena A/B),
(ii) domeng wiazaca DNA (domena B), (iii) domene przytaczajaca ligand (domena C) oraz
(iv) C-koncowa domeng E/F zawierajacq miejsce wiazania liganda i zalezng od liganda
domeng transaktywacyjna. Cho¢ receptory PPAR réznych typdéw (a /3 i y) charakteryzuja
si¢ wysoka zgodnos$cig na poziomie sekwencji aminokwasowej i struktury przestrzenne;j, to
jednak dzigki istotnym réznicom w obrgbie domeny wigzacej ligand moga taczy¢ si¢ z roz-
nymi czasteczkami, co w efekcie prowadzi do wywotania odmiennych efektéw biologicz-
nych. Ich aktywatorami sg substancje naturalne (kwas arachidonowy, kwasy ttluszczowe,
prostaglandyny) oraz syntetyczne (tiazolidinendiony, fibraty). Nalezace do tiazolidi-
nendiondw roziglitazon i pioglitazon oraz niektére prostaglandyny aktywuja PPARYy,
fenofibrat oraz kwasy tluszczowe i ich pochodne aktywuja PPARa, podczas gdy PPARB/S
ulega aktywacji w odpowiedzi na kwas arachidonowy. Po zwiazaniu liganda receptory
PPAR 1acza si¢ zreceptorem retinoidowym X (RXR), a powstajacy dimer rozpoznaje
i wigze odpowiedni fragment DNA (PPRE — PPAR-response element), prowadzac do
aktywacji konkretnych genow kontrolujacych przemiany metaboliczne weglowodanow
i lipidow (rys 1).

Receptory PPAR biora udziat w patogenezie grupy chordb okreslanych wspdlnym mianem
tzw. zespotu metabolicznego, poprzedzajacego pojawienie si¢ pelnoobjawowej cukrzycy
typu 2, charakteryzujacego si¢ utrata wrazliwosci na insuling i bedaca tego konsekwencja
hiperinsulinemia, zaburzeniem metabolizmu glukozy, otytoscia, dyslipidemia (obnizeniem
poziomu HDL iwzrostem zawartosci triglicerydow), nadcisnieniem, miazdzyca tetnic,
mikroalbuminurig oraz nadkrzepliwoscia. Wydaje sie, ze najsilniej patogennym procesem
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w rozwoju zespotu metabolicznego jest utrata wrazliwosci na insuling. Co szczegdlnie
wazne, fibraty bedace agonistami PPARa przechodza testy kliniczne jako potencjalne leki
normalizujace poziom lipidow, podczas gdy tiazolidinendiony aktywujace PPARy sa juz
stosowane w leczeniu cukrzycy typu 2. Coraz wigcej dowoddéw $wiadczy o mozliwosci
stosowania aktywatoréw PPARB/S w celu zwigkszenia wrazliwos$ci na insuling i obnizenia
dyslipidemii. Dodatkowo aktywatory receptorow jadrowych PPAR sg uwazne za zwiazki
o potencjalnie duzym znaczeniu terapeutycznym w leczenie nadcisnienia, miazdzycy
i nefropatii. Jest to o tyle zrozumiate, ze geny znajdujace si¢ pod kontrola PPAR biora
udziatl w wielu procesach zachodzacych nieprawidlowo u 0s6b z zespotem metabolicznym.

Badania przesiewowe in vitro

Projektujac czasteczke chemiczna, musieliSmy wziaé pod uwage to, ze aby dotrze¢ do
receptorow PPAR znajdujacych si¢ w jadrze komorkowym, musi si¢ ona przedosta¢ przez
bariery biologiczne, jakie stanowia blona komodrkowa i otoczka jadrowa. Musi by¢ ona
takze w pewnym sensie ,niewidoczna” dla innych niz nasz cel bialek znajdujacych si¢
w komorce.

W sumie stworzyli§my bibliotekg zwiazkow chemicznych sktadajaca sie z blisko 7 tysigcy
czasteczek — synteza kolejnych odbywata si¢ po uprzedniej ocenie zdolnosci wigzania do
receptora czasteczek juz zsyntetyzowanych, w efekcie dzigki Scistej wspotpracy Labora-
torium Chemicznego i Laboratorium Biologicznego nie bylo konieczne tworzenie gigan-
tycznych bibliotek zawierajacych wiele tysigcy molekul. Jest to jedna z wazniejszych
zdobyczy projektu PPAR, w trakcie realizacji ktérego wypracowalismy system dyna-
micznej oceny jakosci powstajacych zwigzkéw. Na poziomie testow in vitro zwiazki byty
oceniane pod katem: a) zdolnosci wigzania do receptora PPARY, b) zdolnosci do aktywacji
receptora w uktadzie in vitro, c) zdolnosci do indukcji powstawania komorek thuszczo-
wych, d) oceny toksycznos$ci na poziomie linii komdérkowych, ) mozliwosci indukcji pow-
stawania nowych naczyn krwionos$nych f) mozliwosci hamowania endogennej produkcji
glukozy oraz g)zdolnosci do zaburzenia funkcjonowania mitochondrialnego tancucha
oddechowego. Zastosowanie tak wielu kryteriow oceny umozliwito nam maksymalne
»przesianie” posiadanej biblioteki i wybor do drogich testow z wykorzystaniem modeli
zwierzgcych jedynie najbardziej obiecujacych czasteczek.

Oceng wigzania sie do receptora umozliwiat prosty test, w ktorym badali§my zdolnosé
,haszych” zwiazkéw do wypierania z kompleksu z receptorem czasteczki referencyjnej
wyznakowanej radioaktywnie. Poniewaz wigzanie do receptora odbywa si¢ na zasadzie
dopasowania typu klucz-zamek, tylko te czasteczki moglty wyprze¢ znakowany radioak-
tywnie ligand z kompleksu z receptorem, ktére mialy odpowiednig strukturg przestrzenna,
pasujaca do miejsca wigzacego na receptorze. Z siedmiu tysigcy przebadanych czasteczek
16 % okazalo si¢ zdolnych do wiazania do receptora PPAR.
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Rys. 2. Test pozwalajacy na oceng¢ zdolnosci badanych czasteczek do aktywacji receptora PPARy
w uktadzie komdorkowym.

Kolejnym etapem badan byto ustalenie, czy dana czasteczka, wiazaca si¢ do receptora, jest
jego aktywatorem. Samo wigzanie do receptora PPARY nie musiato przektadac si¢ na jego
aktywacje, czy nawet modulacje aktywnosci (rys. 2). Glownym punktem tego etapu prac
bylo stworzenie linii komorkowej zawierajacej dwa konstrukty genetyczne. Konstrukt A —
w sktad ktorego wchodzi DNA kodujace domeng wiazaca ligand receptora PPAR oraz
DNA kodujace domene wigzaca DNA czynnika transkrypcyjnego GAL4, produktem biat-
kowym tego konstruktu jest hybrydowe biatko zawierajace domen¢ wiazaca ligand oraz
domene wiazaca DNA. Konstrukt B — w sklad ktérego wchodzi tzw. gen reporterowy
(czyli taki, ktérego produkty mozemy w tatwy sposob mierzy¢ i na podstawie szybkosci
ich powstawania oceni¢ efektywnos¢ aktywacji receptora PPAR przez ,,nasz” ligand) pod
kontrola promotora dla czynnika transkrypcyjnego GAL4. Test aktywacji receptora
przeszto pomyslnie blisko 400 czasteczek.

Niezwykle waznym elementem badan byt test umozliwiajacy okreslenie, czy ,,nasza” czas-
teczka ma charakter adipogenny, czyli stymulujacy rozrost tkanki tluszczowej, czy tez nie.
Niektore z obecnie stosowanych lekow przeciwcukrzycowych powoduja przy diugotrwa-
tym podawaniu nadmierne magazynowanie tluszczu i w efekcie sprzyjaja tyciu. Staramy
si¢ tak modyfikowac strukture powstajacych w Laboratorium Chemicznym zwiazkéw, by
jak najbardziej ograniczy¢ ten proces. W tescie nazwanym umownie testem adipogennosci
badaliSmy zdolno$¢ zwiazkow do stymulowania przeksztalcania mysich fibroblastow
w komorki thuszczowe (rys. 3).
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Rys. 3. Mysie fibroblasty roznicujace pod wptywem aktywatorow receptora PPARy w komorki
thuszczowe. Wybarwione na czerwono obszary to nagromadzajace si¢ we wnetrzu komorek
trojglicerydy.

Badania in vivo — potwierdzenie efektywnosci dziatania

Poniewaz naszym celem jest opracowanie leku doustnego, czyli takiego, ktéry bylby
maksymalnie przyjazny dla pacjentéw, niezbedne bylo sprawdzenie, czy zaprojektowane
przez nas zwiazki wchlaniaja si¢ do krwi po podaniu dozotadkowym. Dopiero po uzys-
kaniu informacji potwierdzajacej taka wlasciwos¢ mogliSmy przej$¢ do badan na mysich
modelach cukrzycy typu 2 — myszach db/db (C57BLKS db/db).

Po przebadaniu 101 czasteczek uzyskalismy informacje, iz zastosowane przez nas kryteria
— szybkie wchtanianie ico najmniej kilkugodzinna stabilnos¢ we krwi — spelniaja 64
zwiazki. Pierwszym krokiem w badaniach in vivo byto wstepne okreslenie skutecznosci
dziatania nowych czasteczek z wykorzystaniem mysiego modelu cukrzycy typu 2 — myszy
db/db. Takie postegpowanie umozliwilo przeprowadzenie badan bez koniecznosci syntety-
zowania duzych ilosci zwiazkdéw, co czesto wigzatoby sie ze znacznym zwickszeniem
kosztéw projektu. Badania zaplanowalismy tak, iz zwierzgta w wieku okoto 7-8 tygodni,
u ktorych potwierdzono rozwoj cukrzycy typu 2, zostaly podzielone na grupy sktadajace
si¢ z 10 osobnikéw kazda. W badaniach obok grup doswiadczalnych — otrzymujacych ba-
dany zwiazek — stworzyliSmy grupe¢ kontrolna 1 (zwierzgta zdrowe), grupe kontrolng 2
(zwierzgta chore otrzymujace placebo) oraz grupe kontrolna 3 (zwierzgta otrzymujace lek
referencyjny — roziglitazon). Oceng skuteczno$ci dziatania nowych zwiazkéw prowadzi-
liSmy w tescie, w ktérym gryzonie otrzymywaly badany preparat w dawce 10 mg/kg masy
ciata przez 14 kolejnych dni. Po zakonczeniu testu poddawaliSmy analizie parametry bio-
chemiczne krwi, jak poziom glukozy, glikowanej hemoglobiny (HbAlc), trojglicerydow,
HDL oraz LDL. W przypadku potwierdzenia dziatania terapeutycznego (na przyktad obni-
zenie poziomu glukozy i HbAlc) zwiazki byly kierowane do Laboratorium Chemicznego,
gdzie opracowywano droge syntezy w duzej skali, anastgpnie ich efektywnos$¢ byta

Copyright © StatSoft Polska, 2008
Kopiowanie, powielanie, publikacja catosci lub czesci bez zgody StatSoft Polska Sp. z 0.0. zabronione



N StatSoft’ StatSoft Polska, tel. 012 428 43 00, 601 41 41 51, info@statsoft.pl, www.StatSoft.pl

potwierdzana na drugim modelu cukrzycy typu 2 — szczurach ZDF. Celem tych badan by-
lo wytypowanie 1 czasteczki, ktora zostanie skierowana do badan w standardzie GLP.

Badania prowadzono na samcach szczuréw ZDF/GmiCrl-fa/fa (Zucker Diabetic Fatty)
pochodzacych z hodowli Charles River Laboratories (Francja). Przed rozpoczgciem badan
zwierzgta poddano dwutygodniowej kwarantannie w pomieszczeniu bytowym zwierze-
tarni, czas oswietlenia regulowano automatycznie 12 godz. noc/12 godz. dzien. Zwierzeta
karmiono karmg Formulab Diet 5008 Lab Diet, zarowno wode jak i karm¢ podawano ad
libitum. W badaniach obok grup do$wiadczalnych, podobnie, jak miato to miejsce w przy-
padku myszy db/db, stworzyliSmy grupeg kontrolng 1 (zwierzgta zdrowe), grupg kontrolna 2
(zwierzeta chore otrzymujace placebo) oraz grupe kontrolng 3 (zwierzgta otrzymujace lek
referencyjny — roziglitazon). Oceng skutecznosci dzialania nowych zwiazkéw prowadzi-
lismy w tescie, w ktérym szczury otrzymywaty badany preparat w dawce od 2 do 20 mg/kg
masy ciata przez 14 kolejnych dni.
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Rys. 4. Szczur ZDF (Zucker Diabetic Fatty) bedacy powszechnie stosowanym modelem
doswiadczalnym cukrzycy typu 2.

W ostatnim dniu doswiadczenia po uspieniu zwierzat pobrano krew oraz w dwdch pow-
torzeniach niewielkie fragmenty: tkanki tluszczowej podskérne;j i tkanki ttuszczowej z na-
jadrzy, watroby, kory nerek, mig$ni oraz serca. Tkanki przeniesiono do probowek typu
Eppendorf (2 ml) inatychmiast umieszczono w pojemniku z cieklym azotem. Pobrany
materiat przechowywano nastgpnie w temp. —80°C.
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W otrzymanych surowicach oznaczono nastepujace parametry: stgzenie glukozy, HbAlc,
poziom cholesterolu, HDL, LDL, triglicerydéw, kreatyniny, mocznika, bilirubiny, albu-
miny oraz aktywno$¢ aminotransferazy alaninowej (ALT) iaminotransferazy asparagi-
nianowej (ASP). Glikowang hemoglobiong (HbA1c) oznaczono w pelnej krwi.

Badania w standardzie GLP - potwierdzenie bezpieczenstwa

Po uzyskaniu informacji potwierdzajacych aktywnos¢ biologiczng zwiazkow na szczurzym
modelu cukrzycy typu 2 najaktywniejsza czasteczka zostanie skierowana na doktadne ba-
dania, ktérych celem jest okreslenie wlasciwosci farmakokinetycznych oraz bezpieczen-
stwa zwiazku. To oczywiscie wymaga ponownego opracowania syntezy czasteczek, tym
razem juz w skali pottechnicznej (1-10 kg). Wszystkie badania zgodnie z zaleceniami FDA
beda prowadzone w standardzie GLP (Good Labolatory Practice). W zwiazku z olbrzy-
mimi kosztami badan prowadzonych na tym etapie projektu, ze wzgledéw ekonomicznych
nie jest mozliwe skierowanie do badan wigkszej liczby czasteczek. Dlatego tez analiza
wynikéw uzyskanych w trakcie doSwiadczen in vivo, z wykorzystaniem zwierzecych
modeli cukrzycy typu 2, jest kluczowym elementem calego projektu. W gruncie rzeczy
w tym miejscu podejmowana jest decyzja o dalszych losach catego przedsiewzigcia.

Dobra praktyka laboratoryjna (GLP) od lat siedemdziesiatych wchodzi w sktad przepisow
obowiazujacych w przemysle farmaceutycznym. Zalecenia FDA pozwolily przemystowi
farmaceutycznemu upewni¢ si¢ co do wiarygodnosci badan przedklinicznych, zwlaszcza
w zakresie toksykologii. Ponadto rozszerzenie zasad GLP przez OECD, a nastgpnie ich
przyjecie w krajach Unii Europejskiej, umocnito przekonanie o koniecznosci wdrozenia
i przestrzegania zasad GLP w celu wzajemnej akceptacji danych naukowych w poszcze-
gdblnych krajach.

W krajach wysoko uprzemystowionych, zrzeszonych w Organizacji Wspotpracy Ekono-
micznej i Rozwoju (OECD), atakze w krajach Wspdlnoty Europejskiej istnieje wymog
prawny, by wyniki badan substancji i preparatéw chemicznych przedstawiane w celu oceny
ryzyka ich stosowania oraz ustanowienia odpowiednich norm higienicznych spehiaty
wymogi wysokiej, gwarantowanej jakosci i wiarygodnosci. Aby wymdg ten moglt by¢
spetniony, kraje te wprowadzity zasady GLP, czyli dobrej praktyki laboratoryjnej, ktérych
celem jest promowanie jakosci i wiarygodnosci badan. Dobra praktyka laboratoryjna jest
pojeciem opisujacym uporzadkowane zasady postgpowania praktycznego przy wykony-
waniu badan oraz przedsigwzigcia organizacyjne niezbedne do stworzenia odpowiednich
warunkow planowania, przeprowadzania i monitorowania badan oraz zapisywania uzyski-
wanych wynikow, a takze ich przedstawiania. Celem nadrzednym przepiséw regulujacych
GLP jest wprowadzenie systemdw iustanowienie procedur, ktore zapewnia wymagana
jakos¢ 1 powtarzalnos¢ badan.

W dalszych etapach projektu zostanie wykonana synteza substancji czynnej i walidacja
metod analitycznych na potrzeby badan na zwierzgtach w standardzie GLP. W Labora-
torium Formulacji opracowana zostanie forma leku, majaca posta¢ tabletki do podania
doustnego. W tym celu do substancji czynnej dodane zostana substancje pomocnicze,
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tzw. wypeiacze, ktore pozwola na uzyskanie odpowiednich parametrow fizyko-
chemicznych ostatecznej formy potencjalnego leku (wygladu, twardosci, $cieralnosci, cza-
su rozpadu w ptynach ustrojowych, odpowiedniego profilu uwalniania substancji czynnej).
Doswiadczenia in vivo na modelach zwierzgcych z zastosowaniem opracowanej formy
potencjalnego leku pozwoli na potwierdzenie jego wlasciwosci farmakokinetycznych.

Dla jednego, wybranego zwiazku zostanag wykonane badania ADME, toksykologiczne
i farmakodynamiczne w jednostkach badawczych posiadajacych certyfikat Good Labora-
tory Practice. Calo$¢ badan w standardzie GLP podsumowana zostanie raportami wysta-
wionymi przez jednostki certyfikowane, zawierajacymi wyniki uznawane na szczeblu
mie¢dzynarodowym.

W ramach prac wdrozeniowych wykonana zostanie synteza 3 niezaleznych szarz substancji
czynnej wedlug zoptymalizowanych (zwalidowanych) warunkéw prowadzenia reakcji.
Synteza ta odbedzie si¢ w skali 1/10 docelowej skali produkcyjnej dla kazdej z szarz
i bedzie przebiega¢ w Dziale Syntezy Duzej firmy Adamed z uzyciem specjalistycznych
urzadzen. Préby substancji czynnej pobrane z poszczegdlnych szarz zostana skierowane na
badania stabilno$ci w komorach starzeniowych. Nastgpnie w Dziale Produkcyjnym firmy
Adamed zostang wykonane 3 szarze produkcyjne docelowej postaci leku w ilosci 100 tys.
jednostek (tabletek) kazda. Proby gotowej postaci leku pochodzace z kazdej szarzy zostang
umieszczone w komorach starzeniowych w celu zbadania ich stabilnosci. Tak opracowany
i wyprodukowany potencjalny lek bedzie spetniat kryteria dopuszczenia do I fazy badan
klinicznych.

Do opisanych wyzej prac zostanie wykonana dokumentacja Drug Master File, ktora jest
niezbedna przy sprzedazy licencji na rynku miedzynarodowym. Wymagana jej zawarto$¢
zostata okreslona w dokumencie Notice to Applicants (NTA) opracowanym przez Komisje¢
Europejska w konsultacji z wiasciwymi wtadzami krajéow czlonkowskich oraz Europejska
Agencja ds. Lekow (EMEA). Ostatnia wersja dokumentu pochodzi z czerwca 2004 r.

Na podstawie wszystkich uzyskanych wynikow zostanie opracowana i ztozona w amery-
kanskiej agencji rejestrujacej nowe leki — FDA dokumentacja IND (Investigational New
Drug Application). Po jej pozytywnym rozpatrzeniu, zwiazek chemiczny bedacy potencjal-
nym lekiem na cukrzyce typu 2 zostanie dopuszczony do I fazy badan klinicznych.

Trudnosci przy interpretacji wynikéw badan przedklinicznych

Specyfika badan przedklinicznych sprawia, ze zarowno sposob ich poprawnego zaplano-
wania, jak ianaliza uzyskanych wynikow stwarza zazwyczaj pewne trudnosci. Jednym
z glownych powodow jest konieczno$¢ pogodzenia wymagan, ktdre czgsto nawzajem si¢
wykluczaja. Przyktadem moze by¢ problem stosownej liczebnosci badanych grup zwierzat.
Z jednej strony wigksza liczebno$¢ gwarantuje zazwyczaj wieksza (w sensie statystycz-
nym) wiarygodnos¢ wynikow, z drugiej jednak strony oznacza konieczno$¢ zapewnienia
duzo wigkszej liczebnie zbiorowosci badanych zwierzat, co zkolei znacznie podnosi
koszty. Ponadto uzyte do badan zwierzgta nie powinny zbytnio rézni¢ si¢ od siebie pod
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wzgledem wyjsciowego poziomu branych pod uwage parametrow biochemicznych.
W praktyce oznacza to koniecznos$¢ przyjmowania rozwiazania kompromisowego.

Dla osoby przeprowadzajacej analiz¢ wynikow badan przedklinicznych stosunkowo
najwicksza trudno$¢ sprawia odpowiednie przetozenie pytan, jakie stawia sobie badacz
przy przeprowadzaniu danego eksperymentu, na sposob opracowania zebranych danych.
Z punktu widzenia badacza rezultaty eksperymentu powinny zosta¢ przedstawione w taki
sposob, aby umozliwialy tatwa oceng¢ reakcji na podawane zwiazki, zarowno poszczegdl-
nych zwierzat (aby wychwyci¢ ewentualne niepozadane skutki uboczne), jak i catosciowa
ocene efektu podawania okreslonego zwiazku w grupie zwierzat, ktore go otrzymywatly.
Poréwnujac skutki dzialania poszczegdlnych zwiazkdéw, badacz jest ponadto zaintereso-
wany latwym zestawieniem wynikéw dla kilku czy nawet kilkunastu branych pod uwage
parametréw biochemicznych w sytuacji, gdy ich poziom jest zwykle wyrazany w réznych
jednostkach i liczbami réznego rzedu.

W dalszej czesci zaprezentowano i krotko omdwiono wybrane wyniki jednego z przepro-
wadzonych eksperymentow. Jego glownym celem bylta ocena reakcji badanych zwierzat na
wybrane cztery zwiazki, ktére podawano przez okres 14 dni. W eksperymencie wyste-
powaly rowniez dwie grupy kontrolne (placebo i lek referencyjny).

Ponizej zamieszczono wykres ilustrujacy zmiany poziomu Parametru 2 zaobserwowane po
zakonczeniu eksperymentu. Wykres umozliwia oceng zaréwno wielkosci zmian u kazdego
z poddanych badaniu zwierzat, jak i (poprzez odniesienie do poziomu 0) okreslenie, u ilu
zwierzat w pordéwnywanych grupach nastgpito podniesienie poziomu oznaczanego para-
metru, a u ilu jego obnizenie.
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Rys. 5. Wykres koncowych indywidualnych zmian Parametru 2.
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Przyktadowo w pierwszej grupie kontrolnej u dwoch zwierzat obserwowano podwyzszenie
poziomu o ponad 250 jednostek. Jesli chodzi o porownywane w eksperymencie zwiazki, to
mozna stwierdzi¢, ze w przypadku zwiazkéw 1, 2 i3 u wiekszosci badanych zwierzat
nastapitlo obnizenie poziomu Parametru 2. Odwrotna sytuacja ma miejsce w przypadku
zwiazku 4. Jednoczesnie w przypadku zwierzat, ktore otrzymywaty zwiazki 1 14, rozrzut
wynikdéw byt stosunkowo najmniejszy. Pozostaje pytanie czy ten mniejszy rozrzut wynika
ze sposobu dziatania tych zwiazkow czy tez powodem jest charakterystyka zwierzat
doswiadczalnych, ktore je otrzymywaty.

Dla utatwienia oceny dziatania porownywanych zwiazkéw oraz cato$ciowych zmian, jakie
zaszly w grupach kontrolnych na kolejnym wykresie przedstawiono profil zréznicowania
srednich wielkosci zmian poziomu Parametru 2 odniesionych do poziomu ,,0” (brak
zmian). Wykres pokazuje bardzo wyraznie, ze w obydwu grupach kontrolnych nastapito
podwyzszenie poziomu Parametru 2, szczegdlnie widoczne w grupie kontrolnej 1. Jedno-
czesnie we wszystkich grupach zwierzat, ktore otrzymywaty porownywane zwiazki mozna
zauwazyC obnizenie przecig¢tnego poziomu branego pod uwage parametru. Stosunkowo
najmniejsze zmiany zaszly w grupie zwierzat otrzymujacych zwiazek 4.
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Rys. 6. Profil zréznicowania $rednich zmian Parametru 2.

Jak to zostalo juz wczesniej wspomniane, przy interpretacji wynikow badan przedklinicz-
nych badacz jest bardzo zainteresowany mozliwoscig jednoczesnej oceny efektow (w sen-
sie wielkosci i kierunku zmian) dziatania poréwnywanych zwiazkéw dla wielu branych
pod uwage parametréw biochemicznych. Dla umozliwienia takiej oceny przeprowadzono
analiz¢ zmian poziomu oznaczanych parametréw biochemicznych. Wyniki analizy zilus-
trowano za pomocg wykresu profili zréznicowania zmian.
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Rys. 7. Profile koncowego zréznicowania zmian poziomu badanych parametréw biochemicznych.

Na podstawie przedstawionego wykresu mozna przyktadowo tatwo zauwazyé, ze w przy-
padku wszystkich poréwnywanych zwiazkow (tacznie z obiema grupami kontrolnymi) nas-
tapil wzrost poziomu parametru 1, 3 i 4 oraz jednoczesne obnizenie poziomu parametru 5.

Wydaje si¢, ze taki sposob catosciowego ujecia wynikow eksperymentu daje mozliwosé
fatwej odpowiedzi na pytania postawione przez badacza, a jednoczesnie utatwia podjecie
decyzji na temat calosciowej oceny sposobu dziatania porownywanych zwiazkow.
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