Osszefoglalé kdzlemény

Semmelweis Egyetem, AOK, I. Belklinika, Budapest

Smart inzulin: az eloallitas technikaja és
az elso (experimentalis) eredmények

Ger6 Laszlé dr.

Osszefoglalas

A kézelmultban amerikai kutatok egy olyan glukdzreszponziv inzulinadagolé rendszert (,smart insulin” kezelés) fejlesztet-
tek ki, amely képes utdnozni az egészséges ember béta-sejtjeinek miikodését. Hialuronsavbdl és 2-nitro-imidazolbdl olyan
mikroszkopos, hipoxiaszenzitiv falu hélyagcsdkat képeztek (dtméré 118 nanométer), amelyekbe még humdn rekombindns
inzulint és glukézoxiddz enzimet juttattak. A hdlyagcsdkat apré tlikbe vitték be (hosszméret 600 mikron, alsé porus dt-
meérdje 10 mikron), és a hdlyagcsdkkal feltéltétt ti-sorozatot egy orvosi tapaszhoz erdsitették. Amikor a tapaszt a bérre
erGsitették, a tlik vége a subcutan zsirszévetbe ért. A kérnyezet glukézkoncentrdcidjdnak emelkedése a vezikuldkban a
glukozoxiddz aktivdldsdt, és igy az oxigén felhaszndldsdt és kévetkezményes hipoxidt okozott. A hipoxia a hdlyagcsdk fa-
ldnak feloldéddsdt és az inzulin kidramldsdt vdltotta ki. Minél magasabb a glukézkoncentrdcié, anndl nagyobb mértékdi az
inzulinkidramlds. A leirt rendszer tehdt a glukézkoncentrdcié emelkedésével ardnyos inzulinvdlaszt provokdl. Amennyiben
ezt humdn vizsgdlatokban is bizonyitani lehet, akkor ez a mddszer alkalmas lehet a diabeteses betegekben a glukdzresz-
ponziv inzulinszekrécié visszadllitdsdra.

B Kulcsszavak: smart insulin, glukézoxiddz, glukézreszponziv inzulinszekrécio

Smart insulin: development of the system and the first (experimental) results
Summary: A glucose-responsive insulin delivery system (,smart insulin” treatment) has been recently developed by Amer-
ican researchers that can mimick the function of healthy human beta-cells. Glucose-responsive vesicles were let to be
self-assembled from hypoxia-sensitive hyaluronic acid conjugated with 2-nitro-imidazole. These vesicles (with a diameter
of 118 nanometer) were loaded with human recombinant insulin and glucose oxidase. The vesicles were packed into mi-
croneedles which were attached to a medical patch. The length of the microneedles were 600 mm and the diameter of the
tip was 10 mm. When this patch was applied to the skin the needles arrived at the subcutanous fatty tissue. Elevation of
glucose concentration in the surrounding tissues activated the glucose oxidase enzyme in the vesicles and led to enhanced
consumption of oxygen. The consequent hypoxia resulted in a dissolution of the vesicle wall and insulin release from the
vesicles. Higher glucose concentration induced greater insulin release. Thus, the magnitude of insulin output was in correla-
tion with the elevation of glucose level. If this system would also work in diabetic patients then glucose-responsive insulin
secretion could be restored in patients suffering from diabetes mellitus.
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Roviditések

GO,: glukézoxidaz (glucose oxidase); GRV: glukézreszponziv vezikula (glucose reponsive vesicle); HA: hialuronsav
(hyaluronic acid); HS-HA: hipoxiaszenzitiv hialuronsav (hypoxia-sensitive hyaluronic acid); H,0,: hidrogén-peroxid
(hydrogen peroxide); 2-NI: 2-nitro-imidazol; 2-AN: 2-amino-imidazol; PBS: foszfatpuffer (phosphate buffered saline)
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gészséges személyeken az ¢homi vércukor-
Eszint sziik hatarok, 4,0-5,5 mmol/l kozott

ingadozik, és — atmeneti emelkedést kove-
téen — étkezés utan is rovid idon beliil visszatér a
fenti tartomdanyba. Szervezetiinkben a cukorszint
alakuldsat komplex hormonalis folyamat szaba-
lyozza, ami egyrészt a vércukorcsokkentd inzulin,
masrészt a cukorszintet emelé hormonok (adre-
nalin, glukagon, kortizol, ndvekedési hormon stb.)
idében és hatdserdsségben jol Osszehangolt aktivi-
tasanak az eredménye.

Amikor az endogén inzulinelvalasztas abszo-
lat vagy relativ értelemben elégtelenné valik, exo-
gén inzulin bevitelére van sziikség. Ezzel azonban
az Un. minute-to-minute szabalyozas, azaz a vér-
cukorszint emelkedésére szinte azonnal fokozo-
d6 inzulinszekrécié nem utdnozhatd. Az inzulin-
analdgokkal jobban megkozelitheté a fiziologias
inzulinelvalasztis, mint a tradicionalis human in-
zulinokkal, de a fiziol6gias ,fine-tuning” nem ér-
hetd el. Gyakorlatilag az inzulin beadasa utdn a
»tapasztalat” szerint étkeziink, és igy probaljuk a
vércukorszint csokkenését vagy tulzott emelkedé-
sét kivédeni. A hyperglykaemias periddusok és hy-
poglykaeias epizddok kialakuldsa azonban elkeriil-
hetetlen.

A tokéletes normoglykaemia csak ,,visszacsato-
lasos” rendszerrel lenne elérheté. Un. closed-lo-
op rendszer(i, az inzulint az aktudlisan mért vér-
cukorszint szerint adagold pumpak ugyan mar
megjelentek a piacon, de ezek a késziilékek rend-
kiviil dragak, a hozzaférés nehéz és tomeges elter-
jedésiikre egyeldre nem lehet szamitani. A sike-
res sebészi pancreastranszplantacié ugyan hossza

Tcm

1. dbra. Az orvosi tapasz a tiikkel a bérre helyezés
elétt (balra), illetve a tapaszon 1évé tlisor részlete ki-
nagyitva (jobbra). A tii méretei: hossza 600 um, szé-
lessége a tapaszndl 150 um, a hegyénél 10 um (Yu J
et al? alapjan, médositva)

évekre tokéletes szénhidrat-anyagcserét bizto-
sit inzulinkezelés nélkil is, de ez a beavatkozas a
beteget jelentGsen megterheli, s emiatt csak kis-
szamu, szelektalt csoporton alkalmazhat6. Tovab-
bi korlatozast jelent a donorhidny, valamint az a
tény, hogy a szervatiiltetés utan tartés immuno-
szuppressziv terdpidra van sziikkség — annak min-
den karos kovetkezményével. A Langerhans-szi-
getek transzplantacidja kisebb beavatkozas, de a
beiiltetett szigetek talélése viszonylag rdvid, és a
beavatkozas szintén immunszuppressziv kezeléssel
jar. Mesterséges béta-sejtek kifejlesztése Gssejtek-
bdl, pluripotens sejtekbdl egyelére experimentalis
stddiumban van.'

A ,,smart inzulin” kezelés elvi hdttere

A kozelmaltban egyesiilt allamokbeli kutatok egy
Uj mddszert dolgoztak ki, amelynek segitségével a
vércukorszint aktualis ingadozasait kovetd inzulin-
mennyiség juttathatd a szervezetbe. A terdpia kivi-
telezéséhez a borfeliiletre olyan ,tapaszt” helyez-
nek, amelynek als6 (a bdr felé nézd) felszinén a
béron athatold aprd tlik helyezkednek el. A tlik
végében van a specialis, mikroszkopikus nagysagu
holyagocskakba helyezett inzulin. A kornyezet cu-
korszintjének emelkedésekor az emelkedés nagy-
sagaval aranyos mennyiségi inzulin keril at a tik-
bdl a subcutan zsirszovetbe. A reakcio kifejezetten
gyors, a szervezetbe jutd inzulin igy képes szaba-
lyozni az étkezést (vagy a cukorterhelést) kovetd
vércukorszint-emelkedést.

Az inzulint tartalmazé glukdzreszponziv
rendszer kialakitdsa

Az inzulinadagolé rendszer fontos eleme egy
olyan, a bérfeliiletre helyezhetd tapasz, amelynek
als6 (a bdrfeliilet felé nézd) oldalan apro, szuper-
hegyes ,tdk” éllnak ki. A tapasz bérre helyezé-
sekor a tik athatolnak a bdron, és hegyiik a bér
alatti zsirszovetbe ér. A megfigyelések (a betegek
visszajelzése) szerint a tapasz felhelyezése fajdal-
matlan.

A tik atmérdje a hegyes végén (tehat a subcu-
tan szovetben) minddssze 10 um, felfelé (a tapasz
felé) azonban a td tolcsérszertien kiszélesedik, itt
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az atmérd 150 um, a t hossza mintegy 600 um
(1. dbra). A tlk falanak anyaga egy szilikon On-
t6formaban kialakitott, metilén-bisz-akrilamid-
dal kezelt (,,keményitett”) hialuronsav vaz. A fal
szilardsagat és stabilitasait még UV-besugarzassal
(keresztkotések kialakitasaval) is fokozzak. A tii-
ket egy orvosi tapasz als6 (a bor felé nézd) felii-
letéhez erdsitik, ahol 6 X6 mm-es feliletre 11x11
darab t jut. A vizsgalatok szerint a tik hegye és

Minden egyes tiibe beviszik a hialuronsav-2-nit-
ro-imidazol falt hélyagesakat, amelyekben human
rekombinans inzulin és glukézoxidaz enzim van vi-
zes oldatban. Centrifugaldssal a holyagesakat a td
hegyébe juttatjak. A ti végébe keriilt, inzulintar-
talma holyagocskak atmérdje 118 nanométer. A
2-nitro-imidazol fal erésen hidroféb — ezért képes
szilard falat képezni a vizes oldatban 1évé ,,inzulin
+ glukézoxidaz” koril. Ugyanakkor a 2-nitro-imi-
dazol erdsen hipoxiaszenzitiv is. Eldzetes in vitro
vizsgalatokban a holyagcsdk 4 °C-on tartva 1 ho-
napon at stabilnak bizonyultak.

Amikor a kornyezet glukdzkoncentricidja emel-
kedik, és a glukodz a td hegyén at a tlibe jutva érint-
kezésbe jut a hdlyagesakkal, akkor a glukdzoxidaz
enzim aktivalodik, és oxidalja a glukdzt: oxigén és
viz felvételével glukonsav és H,O, keletkezik az
alabbi képlet szerint:

glukéz + 0, + H,0 glukonsav + H,0,

_—
glukézoxidaz

Az oxigén felhasznédlasa miatt hipoxia alakul ki
a holyagesakban, s ennek hatasara a holyagesa fa-

laban 1év$ 2-nitro-imidazol atalakul 2-amino-imi-
dazolla, és ezzel az addig hidroféb tulajdonsagu
fal hidrofillé valik, stabilitasa a vizes kozegben
megszinik, a hdlyagesa fala disszocial. A holyag-
csa igy szétesik, és a benne 1évé inzulin kiaramlik
a szovetekbe (2. dbra).

A GRV miikédése in vitro

Az inzulin szekrécidjanak vizsgalatara a leirt mo-
don eléallitott, inzulinnal kitoltott holyagesakat
glukézmentes foszfatpufferban, illetve 5,5 mmol/l
és 22,2 mmol/l (100 mg/dl és 400 mg/dl) glukdz-

< s
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késébb ritkabban mérték, osszesen 24 Oran at. A
foszfatpuffer alig véltott ki inzulinkidramlast, az
5,5 mmol-os oldat mellett (azaz a kb. ,,normalis-
nak” tekinthetd glukdzszint mellett) ennél hataro-
zottan magasabb inzulinszinteket nyertek. A 22,2
mmol-os (tehat kifejezetten magas) glukdzkon-
centracio jelentdsen tovabb emelte a mért inzulin-
értékeket (gyakorlatilag minden mért idépontban
szignifikdnsan magasabb volt a kumulativ inzulin-
koncentracié [p<0,05]). A hoélyagesdk tehat glu-
kézdependens mdédon és mennyiségben engedik
kidramlani az inzulint (ezért az elnevezés: glukoz-
reszponziv vezikula, GRV).

Az inzulinszekréciot nem befolyédsolta a pH, de
kifejezetten befolyasolta mind a gluk6zkoncentra-
ci6, mind a GRV-be bevitt gluk6zoxiddz mennyi-

HS-HA + hipoxia — HA-2-nitro-imidazol — HA-2-amino-imidazol

2. dbra. Glukdzreszponziv holyagcsdk keresztmetszeti képe. Bal oldalon: ép hdlyagcsa, hidroféb fallal (sdrga: hi-
lauronsav, sététkék: 2-nitro-imidazol, piros: inzulin, z6ld: glukézoxiddz); kb6zépen: a hélyagcsa dtalakuldsa a hipo-
xia hatdsdra: megjelenik a 2-amino-imidazol (vildgoskékkel jelblve); jobb oldalon: a hipoxia hatdsdra a hélyag-
csa fala disszocidl és az inzulin kidramlik a hélyagcsdabdl a kérnyezetbe (Yu J et al.? alapjdn, médositva)
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sége. A szerz6k megvizsgaltak, hogy a GRV mii-
kodését mennyiben modositja, ha a GO,-nek csak
a fél adagjat viszik be a holyagcsdkba, s azt ta-
laltdk, hogy az elvalasztott inzulin igy szignifikan-
san kevesebb volt. Az elvalasztott inzulin mennyi-
sége tehat a holyagesakba vitt GO, mennyiségével
is modosithato.

A GRV mlikédése in vivo kériilmények kozott
(experimentdlis adatok)

A GRV mitikodését tanulményoztak kisérleti al-
latokban is. Egerekben kis doézisu streptozoto-
cin ismételt adasaval az 1-es tipusi diabetesnek
megfelel§ cukorbetegséget idéztek el§, majd az al-
latok borotvélt hatara GRV-tapaszt helyeztek fel.
A ,tdk” helyzetét utdlag (az allatok ledlése utan
tortént boncolas soran) ellendrizték, azok minden
esetben a bor alatti zsirszovetbe értek. A GRV-k
egy részEt teljes, masik csoportjat fél adag glukoz-
oxidaz enzimmel toltotték fel, és voltak csak inzu-
lint tartalmaz6 (enzim nélkiili) GRV-k is.

A diabeteses allatok kiindulasi vércukorszintje
atlagosan 33,3 mmol/l volt. A tapasz felhelyezé-
se utan ez a szint szignifikans mértékben csokkent
(p<0,05), atlagosan 10,0 mmol/l korili értékre.
Ez a jelentds mértékii elényds valtozas (tobb mint
20,0 mmol/l nagysadgrendd cukorszintcsokkenés)
azokra az esetekre vonatkozott, ahol 1 egységnyi
GO,-t tartalmaztak a holyagcsdk. Ezutan lassan,
fokozatosan ujra emelkedett a vércukorszint, de
csak kb. 10 6ra mulva érte el a kiindulasi szintet.
Fél egységnyi GO, szignifikdnsan kisebb mérték-
ben csokkentette a vércukorszintet, mint az 1 egy-
ségnyi GO,-tartalmi hoélyagesdk. Az enzim nél-
kiili, csak inzulint tartalmazé hdlyagesak bevitele
nem befolyasolta a vércukorszintet.

Az inzulingdrbék a fentieknek megfeleléen ala-
kultak: az egységnyi GO, bevitele utdn az inzu-
linszint meredeken emelkedett, egészen kb. 1100
wE/ml szintig(!), majd lassan csokkent, de még 10
oOra elteltével is a kiindulasi szint felett volt. A fél
egységnyi enzimet kapok csoportjaban szignifikan-
san kisebb mértéki volt az inzulinszint emelkedé-
se, maximum kb. 400 uE/ml.

Egy masik kisérletsorozatban az allatok egy ré-
szén 1 6réaval a tapasz felhelyezése utan intraperi-
tonealis glukézterhelést végeztek. Azokon a dia-

beteses allatokon, amelyek 1 egységnyi GO,-et
kaptak, a cukorterhelés csak enyhe cukorszint-
emelkedést viltott ki, viszonylag gyors (az ip. glu-
koézinjekcid beaddsa utan mar kb. 30 perccel indu-
16) vércukorszint-csokkenéssel — a gorbe lefutdsa
hasonlitott az egészséges allatokon végzett ip. glu-
koézterhelés vércukorgdrbéjéhez.

Egy harmadik kisérletsorozatban azt is vizsgal-
tak, hogy a diabeteses egereken a GRV ismételt
beiiltetése képes-e tartdsan stabilizalni az allatok
vércukorszintjét. Az 1 egységnyi GO,-toltetli ve-
zikuldkkal (inzulin 5 mg/tskg) kezelt diabeteses
allatok vércukorszintje 11,0 mmol korili értékre
csokkent, és ez a szint kb. 3 6ran at stabilnak bi-
zonyult. Egy masodik tapasz felhelyezése tovabb
hosszabbitotta ezt az allapotot, de nem okozott
hypoglykaemiat. Ezzel szemben azonos mennyisé-
gl (5 mg/tskg) inzulin ismételt adasa hypoglykae-
midhoz vezetett.

Biokompatibilitdsi vizsgdlatok

A GRYV fala nagyrészt hialuronsavbol all. A szer-
vezetben a hialuronsav tobb szdvetben is eléfor-
dul, tehat a HA nem szovetidegen anyag. A GRV
anyagat szamos toxicitasi vizsgalatnak vetették ala,
és a kiillonbozd koncentraciok semmiféle toxikus
reakciot nem valtottak ki.

A GRV (és a benne 1év6 inzulin + glukdzoxi-
daz) a tapasz felhelyezését kovetéen nem okozott
a kornyezetben gyulladast, nem valtott ki semmi-
féle immunoldgiai vagy egyéb adverz reakciot.”

A médszer (potencidlis) el6nyei

Az inzulinkiaramlds mennyisége €s sebessége eb-
ben a hipoxia vezérelte rendszerben felillmulta
a hasonlé glukdzszenzitiv rendszereket, amelyek
pl. a pH valtozasaval probaltdk felszabaditani a
lekotott inzulint. Ez kiillondsen vonatkozik az in
vivo koriilményekre, ahol a pH véltozasat szin-
te azonnal pufferolja az €16 kornyezet. Az inzu-
csak azt biztositja, hogy a postprandialis cukor-
szint-emelkedés ne legyen eltilzott, hanem egyut-
tal a hypoglykaemia veszélyét is minimalisra csok-
kenti.



Smart inzulin: az eléallitas technikaja és az elsé eredmények

Egy masik elény, hogy az inzulin felszabadula-
sanak kinetikajat befolyasolni lehet a GO, enzim
mennyiségének valtoztatasaval. Tovabbi eldnyt je-
lent, hogy mind a ,,ti”, mind a vezikuldk faldnak
anyaga hialuronsav-alapu, amely kifejezetten bio-
kompatibilis anyag. A kezelési rendszer kifejlesz-
tése korunk nanotechnikdjinak egyik gyonyord
példaja.**

A szerz6k a potencidlis eldnyok koziil kieme-
lik még, hogy mind a hypo-, mind a hypergly-
kaemia gyakorisdga jelentGsen csokkenhet (a
sulyos hypoglykaemia el6forduldsanak val6szini-
sége gyakorlatilag nulla), s ennek kovetkeztében
a glukdzvariabilitas szintén minimalizalodik, és a
vércukorszint monitorozasa sziikségtelenné valhat.
A glukdzszint gyakori napszakos Onellendrzését
felvalthatja a napi 1-2-szeri vércukorszint-megha-
tarozas. Mindez elsésorban az 1-es tipusu diabete-
ses, de inzulinnal kezelt 2-es tipust cukorbetegek
terdpiajaban is driasi elényt jelentene mind a szén-
hidrat-anyagcsere stabilizalasa, mind a napi életvi-
tel szempontjabol.

A felsorolt elényok természetesen még csak az
experimentdlis eredmények alapjan feltételezet-
tek, megerdsitésiikkhoz klinikai vizsgalatok pozitiv
eredményei sziikségesek.
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