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Bevezetés — A (-)-deprenyl (selegilin) sejtvédo hatasa joval ki-
sebb koncentracidban érvényesul, mint a MAO-B-gatlé ha-
tas. Ezt a sejtvédd hatéast patkany-stroke modellben mar bi-
zonyitottak. A deprenyl tovabbi hatdasa a mitochondrium-
membran-stabilizalas és a szabadgyodk-termelés csokkenté-
se, ami a sejtvédd hatasban jatszhat szerepet. A korabbi
vizsgélatok alapjan tovabbra sem tudhato pontosan, hogy a
deprenyl vagy valamelyik metabolitja-e az aktiv szer. Ezért a
deprenyl és egy Ujabban szintetizalt deprenylmetabolit, a
deprenyl-N-oxid (DNO) hatasat vizsgaltuk.

Anyag és médszer — A deprenyl és a deprenyl-N-oxid nagyon
kis koncentracidit vizsgaltuk PC-12 sejttenyészetben, patkany
agyi ischaemia modelljében és mongol futéeger ketoldali, ro-
vid idejli carotisleszoritdsos modelljében. A PC-12 sejttenye-
szetben a sejtpusztulast propidium-jodid festéssel, a szabad
gyokok szintjét cerium-klorid festéssel, a mitochondrium-
transzmembran-potencialt JC-1 festéssel hataroztuk meg.
Patkany és futdegér agyi metszeteken TUNEL/kaszpaz-3 fes-
téssel mértik az apoptotikus sejtek aranyat. A vizsgalatok-
hoz Nikon/BIORAD konfokaélis mikroszkopot hasznaltunk.

Eredmények — Mindkét molekula a hypoxia-reoxigenizacios
modellben szignifikdnsan csokkentette a sejtpusztulast, a
szabad gyokok termelését, és stabilizalta a mitochondrium-
transzmembran-potencidlt. A patkany stroke-modelljében a
deprenyl csokkentette a kialakult karosodas nagysagat és a
penumbrarégidban az apoptotikus sejtek szamat, mig a
deprenyl-N-oxid a futbegérmodellben a CA2 hippocampalis
tertletben szignifikdnsan csokkentette az apoptdzis mérté-
két.

Kovetkeztetés — Mindkét szer képes csokkenteni az atmeneti
hypoxia vagy ischaemia karosité hatasat. Vizsgalatainkbdl ar-
ra kovetkeztetlink, hogy a deprenyl-N-oxid lehet az aktiv mo-
lekula, amely a sejtvédd hatasért felelds.
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Deprenyl and its metabolits in neuroprotection

Background and aims — (-}-Deprenyl (selegiline) possesses cyto-
protective effect in a much lower concentration, than it is needed
to inhibit MAO-B activity. This cyto-protective effect was
demonstrated in the rat stroke. The stabilization of mitochondrial
membrane and a decrease of reactive oxygen species (ROS) are
the other consequences of (-)deprenyl treatment, which may
interfere with the cell death process. However, it is not clear, that
(-)deprenyl or its metabolites are responsible for protection in the
hypoxic/ischemic conditions. Because of that reason we tested
the possible cyto-protective effect of deprenyl and deprenyl-N-
oxid (DNO), recently synthesized as a naturally according
(-)deprenyl metabolite.

Material and methods — Deprenyl and DNO in a very low dose was
tested in PC-12 cell culture after hypoxia and in rat permanent
stroke model and in gerbils after transient occlusion of bilateral
common carotid artery. In PC12 culture the cell death was
visualized by P! staining. The level of reactive oxygen species was
measured by the Cerium method, and the mitochondrial membrane
integrity was labeled by JC1 staining. Apoptotic neurons were
counted on formaldehyde fixed rat and gerbil brain slices after
TUNEL and caspase-3 immune-staining - NIKON/BIORAD confocal
microscope was used for the quantitative analysis.

Results — Deprenyl and DNO treatment significantly decreased the
cell death in PC12 cultures after hypoxia and increased the
mitochondria transmembrane potential (D¥'m) and decreased
ROS production. This effect was dose dependent. The cyto-
protective effect was demonstrated in the rat stroke model,
where the lesion size and the number of apoptotic neurons in the
penumbra region were decreased. In the CA2 regions of gerbil
hippocampus, we found significantly less apoptotic neurons than
in the untreated controls.

Conclusion — Transient hypoxia or ischemia induced cell damage
could be diminished by deprenyl and DNO. The DNO, a
(-)deprenyl metabolite is an active cell protective molecule. It has a
perspective as a new drug candidate in the strategy of cyto-
protection (neuroprotection).

deprenyl, apoptosis, stroke, mitochondria

deprenylt (fenil-izopropil-metil-propargylamin)

1962-ben szintetizaltédk elészor. 1965-ben irtak le
elészor MAO-gatlo hatasat, majd késébb pontos me-
rések bizonyitottak, hogy szelektiven és irreverzibili-
sen gatolja a MAO-B enzimet (7, 2). Klinikai alkalma-
zasa soran ezt a hatdsat hasznaljak ki a Parkinson-
kérban szenvedd betegek kezelésére. A deprenylt a
betegség korai szakaszaban alkalmazva a levodopa-
kezelés kezdete késdbbre tolédik, csokken a szlkse-
ges dobzisa és mérséklédik a tlinetek fluktuacioja (3).
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1. &bra. A deprenyl metabolizmusa és a fébb metabolitok

A betegség kezelésére 5-10 mg/nap dozisban alkal-
mazzak, ez nemcsak a nigro-striatalis rendszerben
okoz dopaminhatast, hanem a mesolimbicus, tubero-
hipophysealis és a kemoszenzitiv triggerzénaban is,
mely rendszerek a mellékhatasokért lehetnek feleld-
sek (4).

A deprenyl gyorsan metabolizalédik a szervezet-
ben. Az 1. abran lathatjuk a f6 metabolitokat, amelyek
két enzimrendszeren keresztll alakulnak ki. A f6 utvo-
nal a citokrém P450 enzimen keresztili dezalkilacio.
Ebbdl a reakciobdl keletkezik a metamfetamin (MA),
amfetamin (A) és dezmetil-deprenyl (DD) (5). A masik
metabolikus Utvonal a flavintartalmd mono-amino-
oxidaz enzim, amelybdl a par éve felfedezett és szin-
tetizalt deprenyl-N-oxid (DNO) keletkezik. Ez a meta-
bolikus Utvonal a kordbbi HPLC-modszerek hibaja mi-
att maradt rejtve, mivel acil reagenst hasznélva a
deprenyl-N-oxid gyorsan atalakul metamfetaminna és
dezmetil-deprenyllé, és igy nem lehetett kimutatni.

A deprenylrol el6szor 1984-ben irtak le, hogy az 1-
metil-4 fenil-1,2,3,6-tetrahidro-piridin (MPTP/MPP+)
toxikus hatasat csokkenti azaltal, hogy a MAO-B-n ke-
resztll az MPTP/MPP+ atalakulast gatolja (6). Késéb-
bi vizsgalatban az MPP+ direkt toxikus hatasat is si-
keriilt gatolni deprenyllel; ez mar MAO-B-fliggetlen
hatas lehet, bar az irodalom ellentmondasos ezen a
téren (7). A deprenyl és egyes metabolitjainak hata-
sat elészor DSP-4 noradrenalinerg neuronok szelektiv
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toxinjaval veégzett kiserletek
alapjan vizsgaltak. Ezek szerint
a deprenyl szignifikansan csok-
kenti a DSP-4 karositd hatasat,
LM viszont ez a hatas SKF525A je-
lenlétében - amely a P450 en-
zimrendszer gatloja - megszu-
nik. Ez felveti, hogy a deprenyl
metabolitjainak  potencirozo
hatasuk van (8). Felmerllt a
kérdes, hogy a deprenyl vagy
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tiv neuroprotektiv hatasi mole-
kula? 2002-ben Tatton PC-12
. sejttenyészetben azt taldlta,
. hogy a dezmetil-deprenyl az
aktiv neuroprotektiv metabolit
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nal talaltak antiapoptotikus ha-
tast (70).

A kutatasok szerint a depre-
nyl antiapoptotikus hatasa bifa-
zisos termeészetl: nagy kon-
centracioban (10 M) pro-, kis
koncentracidban (10°-10""2 M)
antiapoptotikus hatasu (9, 70,
17). Az antiapoptotikus hatast

tobbféle mechanizmussal magyarazzak. PC-12 sejt-
kultaraban igazoltak, hogy a deprenylkezelés a szé-
rummegvonas, illetve NGF-megvonas utan 10° M
koncentracioban kivédte a mitochondrium DW¥m-
csoOkkenését (72). Ezen tul a deprenyl tobb mint 50
gén expresszios valtozasat eredmeényezi (13). Csok-
kenti a proapoptikus proteinek (BAX, c-JUN, c-FOS,
GAPDH, glutation-peroxidaz, stb.) szintjét, mig emeli
a tulélést javito fehérjék (Bcl-2, Bel-XL, SOD1, SOD2,
katalazok, HSP70, stb.) szintjét. A jelenleg elfogadott
elmélet szerint a deprenyl sejtvédd hatasat az MPTP
mitochondrialis csatorna szabéalyozésaban résztvevo
gének és antioxidans hatasu fehérjék expresszios val-
toztatasan keresztul fejti ki.

Vizsgalatainkban a deprenyl és a deprenyl-N-oxid
hatasat vizsgaltuk PC-12 sejttenyészetben és allatki-
sérleti stroke-modellben.
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Modszerek

Allatkisérletek

A kisérletek soran 320-460 g testtomegl him Wistar
patkanyokat, 40-60 g tomegl him mongol futéegere-
ket hasznaltunk. Az &llatokat az Eurdpai Unié megfele-
16 rendelkezéseivel 6sszhangban tartottuk és kezeltiik.

A. cerebri media permanens oclusibja patkanyban:
A kisérleti allatok 320-460 g testtomegl him Wistar
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patkanyok voltak. A pMCAO kivitelezéséhez standar-
dizalt technikat hasznaltunk (74)).

A. carotis interna kétoldali &tmeneti lekotése egé-
ren: A kisérleti allatok 40-60 g testtomegl him mon-
gol futéegerek voltak. A Nakanishi altal 1994-ben leirt
technika alapjan végeztik a mutéteket (75).

PC-12 sejttenyészet

PC-12 (ATCC, Manassas, VA, USA) sejteket DMEM
tapoldatban tenyésztettiink. A sejteket 24 lyukl te-
nyésztélemezre helyeztik, a lyukak dtmérdje 15 mm
volt. Minden lyukba patkanyfarokbol izolalt kollagén-
nel bevont kerek Gveglemezt helyeztink, erre novesz-
tettuk ra a sejteket (76). A PC-12 tenyészetet NGF-
kezeléssel differencialtattuk 6t napig.

Hypoxia-reoxigenizacié PC-12 sejttenyészetben: A
24 lyukl edényben tenyésztett sejtek folé argon gazt
retegeztlink, igy elvonva az oxigént (77). A hypoxiat
kovetden az argon géazt eltavolitottuk a tenyészetrdl,
majd 24 orara normal termosztatba helyeztik, ez volt
a reoxigenizacios idészak.

TTC-festés

A patkanyok agyat eltavolitottuk, felszeleteltik,
majd a karosodott szovetek térfogatanak mérésé-
hez a 2 mm vastag, friss agyszeleteket 2,3,5-trife-
niltetrazélium-klorid  reakcidval (TTC-mddszer)
megfestettik (78). Ezt kovetéen a TTC-vel festett
agyszeleteket lefényképeztik, a fényképeket digi-
talizaltuk, majd a lézi6 terlletét az egyes agyszele-
tekben szamitogépes morfometria segitségével
hataroztuk meg.

Propidium-jodid festés

A 24 6ras reoxigenizacid utan a sejtekrél eltavolitot-
tuk a tapoldatot, majd 1,5 mg/ml-es koncentrécidju
propidium-jodid oldattal két percig festettik. A sejt-
pusztulas mertékét szazalékos értékben adtuk meg,

az 0sszes leszamolt sejthez képest.

Immunhisztokémia

TUNEL/kaszpéz-3 festés: A 10%-os paraformalde-
hidben val¢ fixalas, valamint paraffinba valoé beagya-
zas utan 6 um-es metszeteket készitettiink a kisérle-
ti allatok agyabol. Minden allatbol a hippocampusrol
4 db 1 mm tavolsagu sikban 3-3 metszetet készitet-
tunk. Az infarktus kordli régidban talalhaté apopto-
tikus sejtek azonositasdhoz a torott DNS-végeket
fluoreszcens TUNEL kit segitségével jeldltik meg.
Ezzel egyidejlleg kaszpaz-3 primer antitesttel 1:500-
as higitasban és Alexa 568 masodlagos antitesttel
1:200-as higitdsban fluoreszcens immunhisztoké-
miat is végeztlnk.

PBR immuncitokémia: A PBR-receptor-denzitas
meghatarozasara immunfestést hasznaltunk a PC-

12-sejtekben. Anti-PBR elsédleges antitesttel (nyul-
ban termelt anti-PBR antitest) egy 6raig festettlink
1:500-as higitdsban, majd PBS-lemosas utan az
FITC jelolést masodlagos fluoreszcens antitesttel
(kecske anti-nyul-lgG FITC) kezeltik a sejteket
1:200-as higitasban.

Szabadgyok-festés és a mitochondrium-transz-
membran-potenciadl meghatarozdsa PC-12-sejtekben

A ket festési mddszert modositottuk és egy kozos
modszert hoztunk |étre (79, 20). A korabban kidolgo-
zott modszerekkel j6I mérhetjik a ROS (szabad
gyok) mennyiségét, de egyik sem ad megfeleld ké-
pet a ROS sejten bellli eloszlasarol. Az utdbbi évek-
ben, a konfokalis lézer szkenning mikroszkdpia elter-
jedésével Uj ROS-kimutatasi mddszerre nyilt lehetd-
ség. A cérium-klorid- (CeCl,-) molekula a kllsé elekt-
ronhéjon keringé parositatlan elektron miatt rendki-
vul konnyen reakciéba lép a szabad gyokokkel. Ebbél
a reakciobol cérium-perhidroxid-molekula keletkezik,
amely fényvisszaverd tulajdonsagu, oldhatatlan csa-
padek (27, 22, 23). Ez a fényvisszaverd tulajdonsag
hasznalhato ki a CLSM reflexids lizemmoédjaban. Ezt
a modszert egészitettlk ki egy masik mitochondria-
lis modalitas, az MMP mérésével.

Konfokélis l1ézerszkenning mikroszképia

Vizsgélataink nagy részében fluoreszcens festési
modszert hasznéltunk. Ennek a detektélaséara kon-
fokalis lezer szkenning mikroszképot hasznaltunk,
amely egy Nikon OPTIPHOT mikroszkopra telepitett
(Donsanto Corp., Nattick, Massachusetts) BIO-RAD
MRC 1024 konfokalis rendszer (Bio-Rad Corp., Hert-
fordshire, England).

Képalkotds a PC-12 sejttenyészetben: A vizsgéla-
tok soran PC-12 sejttenyészetben JC-1- és CeCl,-
(kettds) festést és PBR-immunfestést mértink kon-
fokéalis mikroszképpal. Altalanos szabalyként alkal-
maztuk, hogy az 6sszes méréshez hasznaltunk sajat
kontrollcsoportot, a mért értékeket ehhez viszonyi-
tottuk. Ezzel elkertlhetd a szabad gyok és a mito-
chondrium-membranpotencial mérésénél a mas-
mas napon hasznalt tenyészetekben feltételezhetd
eltérésekbdl szarmazo hiba (annak ellenére, hogy a
tenyésztés, a kezelés és a festési eljarasok stan-
dard modon folytak). A kilénb6zé mérési beallita-
sokat rogzitettik, és mérés kézben nem valtoztat-
tunk rajta.

A kvantitativ elemzéshez nagy felbontasu (820x)
képeket készitettlink. Minden mérési csoportban vé-
letlenszertien 100-100 sejtet fotdztunk le, majd egy
beépitett szoftver (LaserSharp Processing, Bio-Rad
Corp., Hertfordshire, England) segitségével a sejtek-
ben mért atlagintenzitast hataroztuk meg.

Képalkotas szévettani metszetben: A szovettani
metszeteken - mind a patkany-, mind az egérkisér-
letekben - TUNEL/kaszpaz-3 immunfestést hasznal-
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2. dbra. Deprenylkezelés egyoras hypoxia utan. A sejtpusztu-
last Pl-festéssel hataroztuk meg 24 éras reoxigenizacié utan
(atlag=SEM, p<0,05*)
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3. dbra. Deprenylkezelés egyoras hypoxia utan. A mitochond-
rialis transzmembran-potencialt JC-1 festéssel (piros és zéld jel
aranya) hataroztuk meg 24 6ras reoxigenizacié utén (&t
lag+=SEM, p<0,05%)

tunk 6 um vastag fixalt metszeteken. Az egyidejl
képalkotasnal a TUNEL-festés zold jelet adott a
FITC fluoreszcens festés miatt, mig a kaszpaz-3
esetén piros jelet kaptunk az Alexa 568-as masod-
lagos antitest miatt.

Eredmények deprenyllel

Sejtbiolbégiai mérések

A deprenyl hatdsa a sejtpusztuldsra. A normoxias
kontrollcsoportban a sejtpusztulads 19,5+2,18%, ami
a hypoxiat kovetéen 36,6+3,25%-ra novekedett 2.
abra). A deprenylkezelés 44,2+5,78%, 21,5+2,33%
€s 21,4+3,97%-ra csokkentette a karosodas mérté-
ket (102,105,102 M-os koncentraciéban). A valtozas
a 10° és a 10'2M-os csoportban volt szignifikans.

A deprenyl hatdsa a mitochondrialis membranpo-
tencialra (MMP). A normoxias kontrollcsoportban az
MMP 1,07+0,02%, ami a hypoxiat kovetden
0,68+0,01%-ra csokkent (3. dbra).

A deprenylkezelés 1,68+0,09%, 2,33+0,07% és

EWnormoxia
164 [OJhypoxia

Reflexios jelintenzitas

kontroll depr-3 depr-8 depr-12

4. &bra. Deprenylkezelés egydras hypoxia utan. A ROS-ter-
melést CeCl-festéssel hataroztuk meg 24 6ras reoxigenizacié
utan (atlag+=SEM, p<0,05*)

2,83+0,1%-ra valtoztatta a piros-zéld jel aranyat
(10°,10%10'? M-os koncentraciéban). A valtozas
mindharom kezelt csoportban szignifikans volt.

A deprenyl hatdsa a ROS-termelésre. A normoxias
kontrollcsoportban a reflexiés jel &tlagintenzitasa
23,8+0,78%-r6l a hypoxiat kovetéen 28,9+0,65%-ra
emelkedett (4. dbra). Deprenylkezelés 32,1+0,65%,
28,8+0,78% és 20,8+0,568%-ra véltoztatta a reflexios
szintet (10%,10%,10"'2M-os koncentracidban). A 102 és a
10""*M-o0s koncentracidban volt szignifikans a valtozas.

Allatkisérleti eredmények

Patkanyban az a. cerebri media permanens okkl(ziés
modelljében vizsgaltuk a deprenyl neuroprotektiv hata-
sat. TTC-festéssel hataroztuk meg a karosodas mérté-
két. A kontrollcsoportban a 1ézi6 nagysaga 65,8+28,6
mm? volt, mig a kezelt csoportban ez 36,5+24,4 mm?-
re szignifikdnsan csokkent (5. dbra).

A penumbrarégioban az apoptézis mértékét immunfes-
tessel vizsgaltuk. A TUNEL/kaszpaz-3-pozitiv sejtek atlag-
szama a kezelt csoportban latéterenként 8+6-r6l 3,3+3-ra
szignifikansan csokkent (6. dbra). A TUNEL-jelzett neuro-
nok szama 9+7-r6l 6+6-ra csokkent a deprenylkezelés
hatasara (7. dbra). Ez a véltozas nem volt szignifikans.

Eredmények deprenyl-N-oxiddal

Sejtbiol6giai mérések

A deprenyl-N-oxid hatdsa a sejtpusztuldsra. A
normoxias kontrollcsoportban a sejtpusztulas
2,37+0,4%, ami a hypoxiat kdvetéen 11,3+1,0%-ra
novekedett (8. abra). A DNO-kezelés 8,9+0,78%,
6.5+0,83% és 5,5+0,43%-ra csokkentette a kdroso-
dast (10°,10%,10'2 M-os koncentraciéban). A valto-
zas mindharom csoportban szignifikans volt.

Az SFKb2bA-kezelés wutan a sejtpusztulas
9,84+0,47%-r6l 18,6+ 1,1%-ra emelkedett. A meta-
bolizmusgatlas  mellett a  deprenyl-N-oxid
14,8+0,82%, 12,6+0,71 és 11,4+0.51%-ra csok-
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5. dbra. Infarktus mérete patkanyagyban az a. cerebri media
permanens okklUzioja utan két nappal. 1 mm-s agyi szeleteken
TTC-festessel volumetriat készitettink. A deprenylt 0,2
mg/kg/nap doézisban két napig adtuk a kezelt csoportban (at-
lag+SEM, p<0,05*)
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TUNEL/kaszpéaz-3 pozitiv sejtek szama

6. 4bra. TUNEL-kaszpaz-3 kettds jeldlés sejtek szama a kontroll-
és a kezelt csoportban. A TUNEL-kaszpaz-3 kettds jelolést sejtek
szama 30 mintara nézve es atlagolva: 8+6 a kontrollallatokban,
3+3 a kezelt allatokban (p=0,0003) (4tlag=SEM, p<0,05*)

kentette a karosodast. A véaltozas mindharom kon-
centracioban szignifikans.

A deprenyl-N-oxid hatésa a mitochondrialis memb-
rénpotencialra (MMP). A normoxias kontrollcsoport-
ban az MMP 1,24+0,25%, ami a hypoxiat kovetden
0,69+0,08%-ra csokkent.

DNO-kezelés 1,28+0,12%, 1,68+0,21% és
2,07+0,31%-ra valtoztatta a piros-zold jel aranyat
(10°,10°%,10'> M-0s koncentracioban) (9. dbra). A val-
tozas mindharom koncentracioban szignifikans. Az
SFK525A-kezelés utan az MMP 0,82+0,14%-rol
0,64+0,03%-ra csokkent. A metabolizmusgatlas mel-
lett a deprenyl-N-oxid 0,94+0,07%, 1,1+0,1 és
1,2+0,13%-ra emelte a piros-zold jel aranyéat. A valto-
zas mindharom koncentracioban szignifikans.

A deprenyl-N-oxid hatdsa a ROS-termelésre. A
normoxias kontrollcsoportban a reflexios jel atlag-
intenzitasa 2,36+1,1%-r6l a hypoxiat kovetden
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7. &bra. A TUNEL-pozitiv neuronok szama a kezelt és a kontrollc-
soportban. A TUNEL-modszerrel festett neuronok szama 30
mintara nézve és atlagolva 97 a kontrollallatokban, 6+6 a kezelt
allatokban (p=0,1460) (4tlag+SEM, p<0,05*)
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8. dbra. Deprenyl-N-oxid-kezelés egydras hypoxia utan. A sejt-
pusztulast Pl festessel hataroztuk meg 24 éras reoxigenizacio
utan. Az A panelen a DNO-kezelés 6nmagéban, a B panelen DNO-
kezelés SKF252A gatldszer adasa utan (atlag+SEM, p<0,05%)

8,9+3,0%-ra emelkedett (70. abra). DNO-kezelés
88+2,7%, 4,0+2,4% és 1,47+0,8%-ra valtoztatta
a reflexiés szintet (10°,170°%,10 2 M-os koncentréaci-
Oban), a valtozas 10°és 102 M-os koncentracio-
ban szignifikans. Az SFK525A-kezelés utan a ROS
szintje 4,2+1,6%-r6l 7,6+2,6%-ra emelkedett. A
metabolizmusgatlas mellett a deprenyl-N-oxid
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9. dbra. Deprenyl-N-oxid-kezelés egyoras hypoxia utan. A mito-
chondrialis transzmembran-potencialt JC-1-festéssel (piros és
z0ld jel aranya) hataroztuk meg 24 oras reoxigenizacio utan. Az A
panelen a DNO kezelés 6nmagaban, a B panelen DNO-kezelés
SKF252A gatidszer adasa utan (atlag+SEM, p<0,05*)
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10. &bra. Deprenyl-N-oxid-kezelés egyoras hypoxia utan. A ROS-
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utan. Az A panelen a DNO-kezelés 6nmagaban, a B panelen DNO-
kezelés SKF252A gatloszer addsa utan (atlag=SEM, p<0,05%)
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11. bra. A deprenyl-N-oxid- (10-12M) kezelésnek a mitochondria-
lis membranpotencialra kifejtett hatasanak idofiggese PC-12 sejt-
tenyészetben

5,2+3,0%, 3,1+1,2 és 2,6+1.8%-ra csokkent ref-
lexios szint. A valtozas mindharom koncentracio-
ban szignifikans.

A deprenyl-N-oxid-hatds idéfliggése a mito-
chondrialis membranpotencialra (MMP). A vizsgalt
molekulat 102 M koncentracioban alkalmaztuk a
hypoxia el6tt és kozvetlen utana (77. abra). Ebben
a mérésben a JC-1-festés eldtt nem fixaltuk a sejte-
ket, hanem kozvetlenll az él6 sejteket festettlik
meg. A kontrollcsoportban a piros és zold jel aranya
a kiindulaskor 3,7+1,5 volt, Az elékezelt csoportban
az arany 1,7+0,2, 2,2+0,4, 3,2+1,0 és 3,0+0,6 volt
60, 75, 90 és 120 perccel a hypoxia kezdetétdl sza-
mitva. Az utokezelt csoportban az arany 0,7+0,1,
1,6+0,2, 1,8+1,3, illetve 3,4+0,9 volt. A a kezelet-
len csoportban 0,7+0,1, 0,8+0,1, 1,7+0,5, illetve
1,9+0,3 volt a piros és zold jel aranya (60., 75., 90.
és 120. perc).

A deprenyl és a deprenyl-N-oxid hatdsa a perifé-
rids benzodiazepinreceptor-expressziéra. A kezelet-
len normoxias csoportban a fluoreszcens jel
0,88+0,41-r61 0,81+0,23-ra, illetve 0,45+0,14-re
csoOkkent a deprenyl- és a DNO-csoportban (72. ab-
ra). A DNO-kezelés szignifikansan csokkentette a
PBR-expressziét. A hypoxias csoportokban
1,26+0,39-r61 1,1+0,39-re, illetve 0,61+0,28-ra
csOkkentette a fluoreszcens jel szintjét a deprenyl
és a deprenyl-N-oxid. A deprenyl-N-oxid hatésa
szignifikansnak bizonyult.

Allatkisérleti eredmények

A mutét utani negyedik napon az allatok agyat ki-
vettlk, immunfestéssel vizsgaltuk az ép és
apoptotikus sejtek aranyat a hippocampus tertle-
tén. A CA1 hippocampalis régioban a TUNEL/
kaszpaz pozitiv sejtek aranya 44,8+15,0% volt a
kontrollcsoportban, szemben a kezelt csoporttal,
ahol 39,7+13,1% volt az apoptotikus sejtek aranya
(13. abra). A CA2 régidban az apoptotikus sejtek
aranya 50,5+15,6%-r6l szignifikansan csokkent
41,9+9,8%-ra.
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12. &bra. PBR expresszids valtozas deprenyl- és deprenyl-N-oxid-
kezelesre PC-12 sejttenyészetben (atlag+SEM, p<0.05%)

Eredmények deprenyllel. A kutatasok szerint a
deprenyl antiapoptotikus hatasa bifazisos természe-
td: nagy koncentracioban (10° M) pro-, kis koncent-
racioban (10°-10""® M) pedig antiapoptotikus hatasu
(9, 710, 77). Deprenyllel végzett vizsgalataink soran
PC-12 sejttenyészetben vizsgaltuk a sejtpusztulasra,
a mitochondrialis membranpotencialra és a szabad-
gyok-termelésre kifejtett hatast. A PC-12 tenyészetre
ezeért is esett a valasztasunk, mert a sejtekben nincs
MAO-B-expresszio, igy biztosan a MAO-B-fuggetlen
hatast tudjuk vizsgalni (24). Propidium-jodiddal vég-
zett festéssel hataroztuk meg a sejtpusztulast, ez
megerdsitette a korabbi eredményeket: a deprenyl
10° M-0s koncentraciéban novelte a halott sejtek
aranyat, mig a 10°% és a 10 ' M-os koncentracioban
szignifikansan csokkentette azt. A mitochondrialis
transzmembran-potencial mérésénél azt talaltuk,
hogy a deprenyl mindharom vizsgalt koncentracio-
ban szignifikansan emelte a hypoxias kontrollhoz ké-
pest a piros es zold jel aranyat. Ezzel szemben a
szabadgyokszint-mérésnél a deprenyl nagy koncent-
racioban (10°M) novelte a ROS-termelést, és csak a
legkisebb koncentracioban (10?2 M) csokkentette
szignifikansan (25).

Patkany-stroke modellben a deprenyl antiapoptoti-
kus hatasat néztuk. A deprenylt 0,2 mg/kg/nap dozis-
ban adagolva azt talaltuk, hogy a lézi6 térfogatat
szignifikansan, korllbeldl a felére csokkentette. A
penumbrarégio nagy felbontasu felvételein az apop-
totikus sejteket azonositottuk és latéterenként meg-
szamoltuk. A deprenylkezelés a TUNEL/kaszpaz-3
pozitiv sejtek szamat szignifikdnsan csokkentette, de
a csak TUNEL-pozitiv neuronok szama is csokkent
(26, 27).

Eredmények deprenyl-N-oxiddal. Jelenleg még
tovabbra is nagy kérdés, hogy a deprenyl vagy vala-
melyik metabolitja-e az aktiv neuroprotektiv hatésu.
Vizsgalatainkban az FMO-rendszeren keresztil
metabolizalodé molekulat, a deprenyl-N-oxid hata-
sait vizsgaltuk. A deprenyl-N-oxidot par éve szinteti-
zaltak el6szor, igy errél a molekularél kevés infor-
macionk van (28, 29). A deprenylhez hasonloan a
deprenyl-N-oxidot PC-12 tenyészetben vizsgaltuk
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13. &bra. A TUNEL/kaszpéz-3 pozitiv sejtek aranya a mongol futo-
eger CA1 és CA2 hippocampus-régidjaban (atlag+SEM, p<0,05%)

egyoras hypoxia es 24 6ras reoxigenizacios kondici-
oban. A deprenyl-N-oxidot a sejtbioldgiai mérések-
nel 10°° 10°% és 10> M-os koncentracidéban alkal-
maztuk. Els6 mérési sorozatban a sejtpusztulast, az
MMP-t és a ROS-szintet mértuk. Azt talaltuk, hogy
szignifikansan csokkentette a sejtpusztulast; a val-
tozasok koncentraciéfiggést mutattak (10 ' M kon-
centracio volt a leghatékonyabb). A mitochondrium
DW¥m-csokkeneset koncentraciofiggd modon ki-
védte, sot, 10% és 10 '? M-os koncentracioban a
normal potencial felé emelte azt. A szabadgyok-
szintet hypoxia utan csak 10% és 10 '> M-os kon-
centraciéoban csokkentette. Tehat eredményeink
szerint a deprenyl-N-oxid hasonlé protektiv hatast
fejt ki, mint a deprenyl.

A kérdeés tovabbra is az, hogy ez aktiv metabolit
vagy sem. Ezert SKF525A-t, egy P450 enzimrend-
szergatld szert alkalmaztunk, mert a deprenyl és a
deprenyl-N-oxid f6 metabolizmusa ezen az enzim-
rendszeren keresztll valosul meg. Az el6zd mérési
sorozatot megismételtik 10° M koncentracioju
SKF525A jelenlétében. Mindharom mérési modali-
tasban hasonlo koncentraciofliiggd kinetikat talal-
tunk, a sejtvédé hatas is kis eltérésekkel azonos
volt. Ez azt jelenti, hogy a deprenyl-N-oxid lehet a
deprenyl régodta keresett aktiv metabolitja.

A deprenyllel végzett vizsgalatok szamos kérdés-
re valaszt adtak. Jol elfogadhaté magyarazat a
DW¥m stabilizalasara az, hogy a deprenyl megvaltoz-
tatja az MPTP-t regulalé fehérjék (Bcl-2, Bcel-XL,
BAX, BAD) expresszi6jat, ezzel szabalyozza a
transzmembran-potencialt. Mikor 2003-ban De
Marchi és munkatarsai a menadion okozta MPTP-
megnyilast vizsgaltak, arra az eredményre jutottak,
hogy a deprenyl par percen belll képes a transz-
membran-potencial csokkenését kivédeni, illetve a
mitochondrium duzzadésat csokkenteni (30). Ez pe-
dig ellentmond a génexpresszidos elméletnek, hi-
szen a de novo feheérjeszintézissel nem magyaraz-
haté a par perc alatt bekovetkezett hatds. De
Marchi elmélete alapjan a DNO-hatas id6fliggését
vizsgaltuk mi is, azzal a kulonbséggel, hogy a
membranpotencial-csékkenést egydras hypoxiaval
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14. dbra. A deprenyl antiapoptotikus hatasanak éltalunk felvetett hatasmechanizmusa

indukaltuk. Azt talaltuk, hogy a deprenyl-N-oxidot
10"* M-os koncentraciéban elékezelésként alkal-
mazva kozel fél 6ra mulva stabilizalta az MMP-t:
kozvetlenll a hypoxia utdan adva a deprenyl-N-
oxidot egy 6ra mulva okozott membranpotencial-
valtozast. Ezzel az eredménnyel azt a hipotézist ta-
masztottuk ald, ami a deprenyl koézvetlen mito-
chondrialis hatasat veti fel. Vinpocetinnel végzett
kutatasaink eredménye alapjan kezdtiik el vizsgalni
a PBR-receptor-expressziot deprenyl- és DNO-
kezelés mellett. Az eredmények azt mutattak, hogy
mind normal korilmények kézt, mind hypoxia utan
a deprenyl és a deprenyl-N-oxid is csokkenti a PBR-
expressziot. A deprenyl-N-oxid hatasa szignifikans
volt. Eredményeink alapjan a deprenyl és meta-
bolitjainak direkt MPTP-regulacios hatasat vetettiik
fel (14. abra).

Korabbi vizsgalataink szerint a kétnapos deprenyl-
kezelés a patkanyagy hypoxias karosodasait szignifi-
kansan csokkentette. A deprenyl-N-oxidot a mongol
futéegér atmeneti, kétoldali carotisleszoritdsos mo-

delljében vizsgaltuk. Azért esett a vélasztasunk erre
a modellre, mert ez késleltetett, tiszta apoptdzismo-
dell. Nem kell a penumbrateriletet meghatarozni és
az apoptozist a nekroézistél elkiloniteni. Két nappal a
carotislekotés utadn a hippocampusban apoptozis
alakul ki, féleg a CA1 és CA2 régioban. Ezért vizsga-
latunkban ebben a két régioban mértik az apoptozis
mérteket. Eredményeink azt mutattdk, hogy a
deprenyl-N-oxid 0,4 mg/kg/nap dézisban adagolva a
hippocampus CA1 és CA2 régidjaban csokkentette
az apoptotikus sejtek aranyat, a CA2 régidban a val-
tozas szignifikansnak bizonyult.

Kovetkeztetés

Vizsgalatainkkal PC-12 sejttenyészetben igazoltuk a
deprenyl és a deprenyl-N-oxid dézisfiiggé neuropro-
tektiv hatasat, valamint leirtuk patkany és egér agyi
stroke modelljében a molekuldk antiapoptotikus ha-
tasat. A deprenyl f6 metabolikus Utvonalanak gatlasa-
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val bizonyitottuk, hogy valészintileg a deprenyl-N-oxid

az aktiv metabolit.

Az évtizedek ota hasznalt gydgyszerrel kapcsolat-
ban teljesen Uj hatdsmechanizmussal foglalkoztunk.
Eredmeényeink alapjan kimondhatjuk, hogy mindkét
molekula jelentésen csokkenti a kdrosodas mérté-
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