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1. Bevezetés

Az OTKA tadmogatassal folytatott kutatas f6 vonalaban a (-)-deprenyl
hatdsmddjanak tovabbi felderitése allt. A (-)-deprenyl a magyar gydégyszerkutatas
utdbbi évtizedeinek egyik sikervegyilete, melyet 63 orszagban hivatalos
ra kozleményeikben, és mintegy négyezer dolgozat foglalkozik primeren a
vegyulettel, melybél a hazai intézetek kdzleményeinek szdma csak toredék, alig
tobb mint szaz. A vegyiilet 40 éves torténetét tekintve még mindig rejteget
feltaratlan, kutatdsra érdemes hataskvalitdsokat. Négy évtizeddel ezel6tt
antidepressziv szernek allitottak els, de ezen a téren aldozatul esett a tobbi MAO
bénitdval egyiitt a ,,sajtreakcionak” és a triciklikus antidepresszansok vették at a
deprenyl élte tul. Helyét a Parkinson kor gydgykezeléseben talalta meg, melyben
elévilhetetlen szerep jut Birkmayer és munkacsoportjanak, akik dopamin
potencirozé és antioxidans hatasa mellett, retrospektiv klinikai kutatasok alapjan,
még neuroprotektiv hatdsat is feltételezték. Szdmos kdzlemény foglalkozik a
vegyllet metabolizmusaval, elénytelen felfogast vetitve a metabolitok
(methamfetamin, dezmetil-deprenyl, amfetamin) farmakologiai hatasban valo
részvetelére. Jelenlegi kutatasaink egyik f6 iranyéat a (-)-deprenyl-N-oxid (DNO)
képzodesének és szervezetbeni sorsénak vizsgalata képezte.

2. Metabolizmus vizsgalatok

2.1. A deprenyl metabolizmusanak vizsgalata kapillaris elektroforézis
maodszerrel.

Vizsgéltuk a (-)-deprenyl enantiomerek metabolizmusat, kulénds

figyelmet forditva azok N-oxidacidjara. A vizsgalatokhoz Kkiralis kapillaris



elektroforézis modszert dolgoztunk ki a (-)-deprenyl és 7 metabolitjanak, koztik a
deprenyl-N-oxid izomereknek egyideji elvalasztasara.

A mddszert validaltuk az R-(-)-deprenyl metabolitjainak patkany
vizeletbsl torténd meghatarozasara. Uj szilardfazisi extrakciés modszert
dolgoztunk ki, mely lehet6seget teremtett a metabolitok szelektiv, ugyanakkor jo
hatasfoku izolalasara.

In vivo metabolizmus vizsgalatok soran igazoltuk patkanyokban a
deprenyl enantiomerek N-oxidaciéjat, és mind az R-(-)-deprenyl, mind az
antipddja esetén az NS-izomer képzodését talaltuk preferaltnak, az 1R,NS-
deprenyl-N-oxid 6t-hétszeres feleslegben keletkezett az 1R,NR-izomerhez képest.

Az N-oxidalt metabolitok gyorsan (rilnek a vizelettel, mennyiségik
egyszeri adagolas utan a kezelést kdvet6 elsé hat draban Osszevetheté volt a f6
metabolitokéval  (methamfetamin, amfetamin, dezmetil-deprenyl), majd
mennyisége a tébbi metabolithoz viszonyitva gyorsan csokkent.

Az N-oxid izomerek mennyisége hét napos ismételt adagolast kdvetsen is
csokkené tendenciat mutatott. Ebben az esetben a para-hidroxilalt szarmazékok
valtak f6 metabolitokkd, melyek jelentos része konjugatum formajaban rlt.

Megvizsgaltuk a deprenyl-N-oxid in vivo metabolizmusat is, mely
alatamasztotta a vegyllet gyors urulését. Egyszeri kezelést kovetéen a dozis
mintegy 60%-a jelent meg az els6 harom ordban, valtozatlan formaban a
vizeletben. A gyors exkrécio mellett metabolizmust is tapasztaltunk, a dézisnak
korlbelil 10 %-a deprenyl és deprenyl metabolit formaban volt jelen a 24 6rés
vizeletmintakban, amit figyelembe kell venni a deprenyl-N-oxid farmakologiai
tulajdonsagainak in vivo vizsgalata soran.

Az N-oxidacid mechanizmusanak jobb megismerésére in Vvitro
metabolizmus vizsgalatokat végeztink human rekombinans FMO enzimek és
human méaj mikroszéma preparatumok felhasznalasaval. Mind az R-(-)-, mind az
S-(+)-deprenyl az FMO 1 enzim esetében bizonyult jobb szubsztratnak. Az FMO
3 kevéshé oxidalta a vegyiiletek tercier-amino-csoportjat. Jelentés kiilonbséget
tapasztaltunk a két enzim sztereoszelektivitasa kozott is. Az FMO 1 esetében az

NS-, mig az FMO 3 esetében az NR-izomer kepzédese volt preferalt. Az eltérés



jelentés fajok kozotti kilonbséget eredményezhet, mivel mig patkanyban az
FMO 1 az elsédleges izoforma mind a majban, mind az extrahepatikus
szOvetekben, addig emberben a maj elsésorban FMO 3-at tartalmaz, ugyanakkor a
bél és a vese jelentés FMO 1 aktivitassal rendelkezik. Az in vivo vizsgélataink
sorén patkanyokban preferaltnak talalt NS-N-oxidok képzédése jo egyezést mutat
az allatfaj magas FMO 1 aktivitasaval. Ugyanakkor human méj mikroszoma
preparatum alkalmazésa esetén az N-oxidacié mértéke jelentésen elmaradt a
dezalkilacioétdl és az NR-izomer képzédése bizonyult preferaltnak, ami 6sszevag
az emberi ma magas FMO 3 és elhanyagolhato FMO 1 tartalméval. Az
eredmeények felvetik, hogy emberben a deprenyl N-oxidacidja elsésorban
extrahepatikusan torténhet, akar mar a bél nyalkahartyaban a felszivodas soran.

A deprenyl enantiomerek huméan maj mikroszoma preparatummal végzett
metabolikus vizsgélataban a sztereoszelektivitads irdnya megegyezett a human
majra jellemz6é FMO 3 szelektivitasaval, de mérteke nem érte el azt, ami alapjan
felvetodik, hogy az FMO mellett citokrom P450 enzimeknek is szerepe lehet az

N-oxidalt metabolit képzésében.

“z =7

szamolt farmakokinetikai paraméterek a vegyullet iv, po, sc és ip beadasa
utan.

Az allatokat a kulénb6zé beadasi modok soran 5 mg/kg (-)-deprenyllel
kezeltuk. Hat oran at, kilenc idépontban gazkromatografias-témegspektrometrias
(GC/MS) mddszerrel meghataroztuk a plazma deprenyl, valamint a metabolitok
(methamfetamin, ~ amfetamin,  dezmetil-deprenyl)  koncentraci¢jat. A
plazmakoncentricidobol  kiszamitottuk a  legfontosabb  farmakokinetikali
paramétereket (AUCqs, AUCoo, Crmaxs tmax t). A (-)-deprenyl — mint a
tablazatbdl lathato — jelentés | first pass” metabolizmussal rendelkezik, po beadva

a beadott mennyiség minddssze 25%-a jut a szisztémas keringésbe.



A (-)-deprenyl és metabolitjainak farmakokinetikai paraméterei

(-)-deprenyl
farmakokinetikai paraméterek po sC ip 1\
Crax ng/ml 137,00 472,00 636,00 -
tmax h 0,25 0,25 0,08 -
t,,° h 1,78 0,86 1,26 1,25
AUC.5 ng-h/ml 170,30 619,10 558,00 712,60
AUC., ng-h/ml 175,50 623,80 563,80 716,40
fabs % 24,50 87,10 78,70 100,00
methamfetamin
farmakokinetikai paraméterek po sC ip [\
Crnax ng/ml 205,00 131,00 260,00 342,00
tmax h 0,25 0,50 0,08 0,25
t,,P h 2,99 1,98 1,57 1,95
AUC¢ ng-h/ml 547,50 357,80 449,30 535,70
AUC., ng-h/ml 692,40 406,60 483,20 591,5
dezmetil-deprenyl
farmakokinetikai paraméterek po SC ip iv
Crnax ng/ml 158,00 104,00 306,00 355,00
tmax h 0,25 0,50 0,08 0,02
t,° h 1,10 1,11 0,17 0,55
AUC.6 ng-h/ml 131,20 97,30 103,30 166,10
AUC.,, ng-h/ml 132,80 97,30 103,40 166,50
amfetamin
farmakokinetikai paraméterek po SC ip iv
Crax ng/ml 132,00 50,40 192,00 108,00
tmax h 0,50 1,00 0,08 0,50
t,,P h 1,74 1,47 1,18 1,40
AUC.6 ng-h/ml 205,40 102,90 191,00 137,80
AUC., ng-h/ml 221,70 109,30 191,30 141,00

fans= bioldgiai hasznosulas %-ban (AUC.../AUCq..i,100)

A metabolizmus vizsgalatokbdl levonhaté gyakorlati kovetkeztetések

konkluzidja a jelentés végén talalhato.



3. A (-)-deprenyl apoptdézisra gyakorolt hatdsanak vizsgalata

3.1. MAO-gatlok apoptoézisra gyakorolt hatasanak vizsgalata

Az elmdlt idészakban szamos eredmény latott napvildgot arra
vonatkozoan, hogy a Parkinson-kér kezelésére hasznalt szelektiv monoamin-
oxidaz-B (MAO-B) gatlé (-)-deprenyl olyan alacsony koncentracidéban, melyben
a MAO-B-t gatolni mar nem képes, mind in vitro, mind in vivo antiapoptotikus
hatassal rendelkezik. Az antiapoptotikus hatasért tobben a deprenyl egyes
metabolitjait tették feleléssé [(-)-dezmetil-deprenyl], mig méasok metabolitjai
miatt tdmadtdk a vegyuletet [(-)-methamfetamin], azzal az indokkal, hogy az
apoptozisra gyakorolt kedvezé aktivitasat is leronthatjak. Ugyanakkor human
melanoma sejtvonalon mind a deprenyl, mind a metabolitjai magas
koncentracidban proapoptotikusnak bizonyultak. A fenti eredmények ismeretében
felmertl a kérdés, hogy mitél fligg a deprenyl apoptédzisra gyakorolt hatasa
(koncentraciotdl, szovettipustol, a szovet differencidltsagi allapotatol, a
metabolitok jelenlététol, a sejthalalt kivaltdo stimulusoktol, stb.), melynek
tisztdzasaval a vegyulet terapiaban betOltdtt szerepe, terdpids dozisa is
pontosithat6 lenne, esetleg Uj indikéacios terilettel bovilne.

Célkitiizeseink kozott szerepelt:

Ad1l. Sejt- és szOvettenyésztésre alkalmas laboratérium kialakitasa a Semmelweis
Egyetem Gyogyszerhatastani Intézetében, egyetemi forrasbol.

Ad2. Az antiapoptotikus és proapoptotikus hatas szkrinelésére alkalmas in vitro

rendszer beallitasa.
Ad3. Nagy dézisti (10 M) (-)-deprenyl és f& metabolitjai [(-)-methamfetamin,

(-)-dezmetil-deprenyl, (-)-deprenyl-N-oxid] proapoptotikus hatasanak vizsgalata

tumorigen, differencialatlan patkany PC-12 sejtvonalon.



Ad4. A (-)-deprenyl metabolizmusdnak vizsgélata szdvettenyészetben
differencialatlan PC-12 sejtvonalon, a proapoptotikus hatast kozvetitd

metabolit(ok) azonositasa celjabol.

Ad5. A Pécsi Egyetem Altalanos Orvostudomanyi Karanak Biokémiai Intézetével
egylttmtikddve a szelektiv MAO-B [(-)-deprenyl, (-)-deprenyl-N-oxid, (-)-p-F-
deprenyl, rasagilin], a szelektiv . MAO-A (clorgylin), valamint nem szelektiv
MAO-gatlok (nialamid) a szérum-megvonasal kivaltott apoptozisra gyakorolt

hatasanak vizsgalata differencialt és nem differencialt PC-12 sejtvonalon.

Ad6. A (-)-deprenyl sejtadhézidra gyakorolt hatasanak vizsgalata.

Sejt- és szOvettenyészté laboratoriumot alakitottunk ki és szereltiink fel a

Semmelweis Egyetem Gyogyszerhatastani Intézetében.

Az apoptdzis in vitro vizsgalatara patkany PC-12 sejtvonalat alkalmaztunk
differencialatlan, vagy NGF-ral idegi iranyba differenciéltatott allapotban. Az
apoptotikus sejthalal detektalasat aramlasi citométerrel végeztik. Modszereket
allitottunk be a foszfolipid-aszimmetria felbomlasanak, a mitokondrialis
membranpotencial megvaltozasanak, a kaszpaz-3 aktivalédasanak, illetve a DNS
fragmentacio meghatérozédsara. A deprenyl, illetve metabolitjainak esetleges

atalakulasat a kezelés alatt kapillaris elektroforézis médszerrel kovettik.

A 10° M koncentracioban alkalmazott deprenyl és egyes metabolitjai
proapoptotikusnak bizonyultak a vizsgélt nem differenciélt sejtvonalon, ez a hatas
viszont csak akkor volt megfigyelhetd, ha valamilyen mas behatas (szérum-
megvonas) mar érzékenyitette a sejteket a metabolitok Aaltal kozvetitett
proapoptotikus ingerrel szemben, szérummal tadmogatott kultirakon nem
figyeltink meg apoptozist a kezelés hatdsara. A proapoptotikus hatds mértéke
eltér6 az egyes metabolitok esetén, legjelentésebb a deprenylnél és a
methamfetaminnal, mig legkevésbé jellemz6 a deprenyl-N-oxidra. A deprenyl
proapoptotikus aktivitasa egy nagysagrenddel kisebb koncentracioban mar nem

jelentkezik, utébbi a methamfetaminra is igaz.



A deprenyl metabolikus atalakulasanak vizsgalatat mind szérum megvont,
mind szérummal tdmogatott kultdrak esetén elvégeztik, de egy eltérés kivételével
kilonbséget nem taldltunk a ketté kozétt. Sem a deprenyl, sem a dezmetil-
deprenyl nem metabolizalodott a 3 napos kezelés alatt, a deprenyl-N-oxidbdl kb.
10%-ban methamfetamin és 20-25%-ban deprenyl képzédott szérummal
tamogatott  kulturakon, utébbi azonban nem keépzoédott  szérummentes
koralmények kdzott. A methamfetaminbol egy altalunk egyelére nem azonositott
metabolit keletkezett, ami a dezmetil-deprenylnek megfelel6 migraciés idével
rendelkezett. Kémiai megfontolas alapjan azonban ez nem lehet dezmetil-
deprenyl, mivel nincs (nem lehet) N-propargyl csoportja.

A metabolizmus vizsgalatokbol arra kovetkeztethetlink, hogy minden
vegyulet maga felelds az eltéré mertékii proapoptotikus hatasért, mert vagy nem
képzoédnek beléle metabolitok, vagy a képz6dé metabolitok az adott
koncentracioban nem befolyasoljak az anyavegyiilet hatasait. Vizsgalataink
eredményeinek ismeretében felmeril a kérdés, hogy eldsegitheti-e a nagy
ddzisban alkalmazott deprenyl mas sublethalis ingerrel érzékenyitett daganatos
sejtek szelektiv pusztulasat, ezzel hatékonyabba téve egyes daganatos szdvetek

kezelését, megorizve az ép szovetek vedelmét.

Az irodalmi adatoktdl eltéréen, feltehetleg a szovetkultdra eltérése miatt,
nem tudtuk megerésiteni a MAO-B gétlok kifejezett antiapoptotikus hatasat (107'-
10" M) sem a differencialt, sem a differencilatlan sejtkultdran. Nem
tapasztaltuk a mitokondrium membranpotenciél csokkenésének védelmét sem.
Kizarélag a clorgylin mutatott némi hatdst az apoptozis gatlasa és a
membranpotencial védelme terén (pécsi vizsgalatok). Az eredmény ellentétes a

vilagirodalmi adatokkal és az okok tovabbi vizsgalata folyamatban van.

A beéllitott modszereink egyarant alkalmasak mas feltételezhetéen neuroprotektiv
vagy neurorescue hatassal rendelkez6 propargilamin tipusu vegyiletek
antiapoptotikus hatasanak szkrinelésére, masrészt az esetleges proapoptotikus
hatds kimutatasara. Az irodalmi adatok megismétlése vagy a sikertelenség okanak
felderitése azonban elsédleges célunk.



A deprenyl neuroprotektiv hatdsdhoz hozzajéarulhat az is, hogy fokozza a
sejtadhéziét 107-10° M koncentracidban, ami az ilyenkor alkalmazott alacsony
dbzisban a deprenyl antitumorigén hatasaval is 0sszefligghet. A hatas

sztereoszelektiv.

Feltételezhets, hogy a propargilamin tipust vegyiletek neuroprotektiv és
neurorescue hatasa a MAO-n tal mas célmolekulakhoz térténé kapcsolddast (is)
igényel. A deprenyl a MAO-B enzimben a flavin nukleotidhoz kotédik
kovalensen, mig az antiapoptotikus hatds kapcsan azonositott szelektiv célpontja
esetén, a glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenazban (GAPDH), a NAD™-koto
elemhez. Igy valészinisithetd, hogy a propargilaminok mas FAD-, vagy NAD-
koenzimmel mukddoé struktirdkhoz is kotédni keépesek, befolyasolva azok
aktivitasat, legyen sz0 akar a génexpressziorol (flavin tartalmd nuklearis amin-
oxidaz, poli(ADP-rib6z) polimeraz, GAPDH, NAD-fliggé hiszton dezacetilaz
sth.), akdr a sejtet ér6 oxidativ karosodasrél (NADPH-oxidaz). Tovabbi
célkitiizéseink kozott szerepel a propargilamin struktarak mikroglidban eléfordulo
flavin-fligg6 NADPH-oxidazra gyakorolt esetleges gatlo hatdsanak vizsgalata,
mely mitkddése soran szuperoxid gyokot termel, majd ebbdl szamos mas reaktiv
oxigén gyok (ROS) kepzédik, ami a korai neuronkarosodas egyik kivaltdé oka
lehet. Az extracellularisan termelt ROS karositja a kdrnyezé neuronokat, mig az
intracellularisan megemelkedé6 ROS-szint szilkséges a glia altal termelt
proinflammatorikus faktorok, citokinek aktivalasahoz, melyek szintén toxikusak a
neuronokra és fenntartjak a gyulladéasos valaszt.

Munkank soran modszert allitottunk be a NADPH-oxidaz aktivitasanak
vizsgalatara, a reakcid kapcsan keletkez6 reaktiv gyokok, valamint H,O,
fluoreszcens technikdval torténé detektaldsa segitségével. A NADPH-oxidaz
expresszidjanak indukcidjara LPS-t, valamint csokkentett szérum-tartalmu
tapfolyadékot hasznaltunk kulonb6zé in vitro rendszereken (RAW 264.7
makrofag sejtvonal, bv-2 mikroglia sejtvonal, primer astrocyta tenyészet).
Folyamatban van a bedllitott rendszereken kilénbdz6 propargilamin vegyuletek
tesztelese — flggetlendl attdl, hogy rendelkeznek-e MAO gatl6 hatdssal -, az



esetleges NADPH-oxidaz gatlo sajatsaguk kimutatasa céljabdl, az ismert NADPH

oxidaz-gatlo diphenylene iodonium pozitiv kontrollja mellett.

4. A sejteket éré oxidativ_és nitrativ_stressz_mérésére alkalmas
kapillaris elektroforézis mddszerek kidolgozasa és alkalmazasa 1. tipusu
diabétesz_allatmodelleken a nitrat és nitrit koncentracié-arany biomarker
szerepének igazolasara

Szamos korkép patomechanizmusaban szerepet jatszik a reaktiv oxigén és
nitrogén szarmazékok fokozott képzodése. Vizsgaltuk a sejteket ért stressz
mértekét, valamint a nitrogén-monoxid (NO) hozzaférhet6segének jelzésére
alkalmas biomarker kismolekuldk meghatarozasénak lehetéségét kapillaris
elektroforézissel. Modszert dolgoztunk ki a reaktiv szarmazékok stabil
vegtermékeinek; a modosult aromas aminosavaknak, valamint a szoveti nitrat és
nitrit mennyiségenek meérésére. 1. tipusu diabétesz allatmodellen igazoltuk, hogy a
szOveti nitrat/nitrit arany alkalmas markere a nitrogén-monoxid bioldgiai
hozzaférhetoségének. A diabéteszes allatok szdveteiben a nitrat és nitrit
kdvetkezmeénye, hogy a betegségre jellemz6 fokozott oxidativ stressz médositja a
nitrogén-monoxid metabolizmusat. Inzulinkezelés hatasara a diabéteszes allatok
szOveteiben a nitrat/nitrit arany normalizalodott. A szOveti nitrat/nitrit arany
meghatarozasara alkalmas modszer korai marker lehet az oxidativ stresszt

mérseklé gyogyszerjeldlt molekuldk hatékonysaganak mérésére.

5. A szemikarbazid-szenzitiv aminoxidaz (SSAQ) enzim fizioldgiai és
patofizioldgiai szerepének vizsgalata

5.1. Az SSAO szubsztrat benzilamin inzulinszerii hatasanak vizsgalata

Vizsgaltuk, hogy az exogén SSAOQO szubsztrat, a benzilamin hiperglikémiat
csokkent6 hatdsa mellett rendelkezik-e egyéb inzulinszerii hatdsokkal.
Fellelhetéek-e az ér endothelium esetében is kedvezé inzulinszert hatasok, vagy a
fokozott enzimaktivitds reaktiv termekeinek potencialisan citotoxikus hatésai

figyelheték meg. Patkanyokon streptozotocinnal Kivaltott 1. tipusu diabétesz



10

modellen a benzilamin kezelés — vanddium szupplementacié mellett — az
inzulinkezeléshez hasonld hatasokat mutatott: csokkentette a szérum SSAO
emelkedett aktivitasat, normalizalta az emelkedett szdveti nitrit/nitrat aranyt és

csokkentette a késoi glikacios vegtermékek (AGE) felhalmozodasat.

5.2. Az SSAO enzim aktivitdsdnak vizsgalata veseelégtelenségben
szenvedé dializalt betegekben, illetve kronikus érbetegekben.

Meghataroztuk a szérum SSAO aktivitdsat kronikus veseelégtelen i/
konzervativan kezelt (n=12), ii/ haemodializalt (n=12) iii/ peritonealisan dializalt
(n=11) betegeken egészséges kontroll csoporttal (n=12) 06sszehasonlitva.
Predializalt és kronikus peritoneélisan dializalt veseelégtelen betegek SSAO
aktivitasa (117,39+11,44 ill. 98,9448,06 pmol/mi/h) nem kilénbdzott
szignifikdnsan a kontroll csoportban (105,8245,14) mért értekektél. A nagy
kardiovaszkularis kockazatu haemodializalt veseelégtelen betegekben a dializis
kezelés elétt szignifikansan alacsonyabb SSAO aktivitast talaltunk (60,72+11,96),
amely a kezelés utan tovabb csokkent (43,87+5,91). A jelenség magyarazataul
szolgalhat valamely gatlé hatast gyulladasos mediator felszaporodasa (TNF-a),
vagy aktivalé molekula fokozott kitriilése (LPS).

Meghataroztuk a szérum SSAOQ aktivitast kiilonbdz6 sulyossagu krénikus
periférias artérids érbetegekben is. A betegség viszonylag korai szakaszédban
emelkedé enzimaktivitast tapasztaltunk, ami a betegség tovabbi sulyosbodasaval
egy maximum elérése utan a kontroll alatti értékre csokkent. A korai szakaszban
tapasztalt aktivitds novekedés az ér endothelium k&rosodasa soran az onnan
leszakado, keringésbe keriil6 enzim megjelenésének a kdvetkezménye lehet. Az ér
tovabbi sulyos kéarosodasa esetén viszont megsziinik a szérum SSAO lehetséges

forrasa, ami miatt a szérumban mért enzimaktivitas csokken.
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5.3. A carbidopa hatdsa az SSAO aktivitdsra Duellinnnel kezelt

parkinsonos betegeken

A Semmelweis Egyetem Neuroldgiai Klinikajaval egyittmikodésben
vizsgaltuk 21, még kezeletlen parkinsonos beteg széruméanak SSAO aktivitasat,
valamint Duellinnel tértént kezelést kbvetéen a 3., 7. és 30. nap mulva. A hatast a
kezeletlen kontrollhoz viszonyitva pmol/mg fehérje/6ra egységben, &tlag+S.E.
adtuk meg. A carbidopa (periférias dekarboxilaz gatld) hidrazin szerkezetébol
adodoan SSAO gatlo hatassal rendelkezik és ennek megfelel6en gatolta a kezelést
kovetéen az SSAO aktivitasat.

0 nap 3 nap 7 nap 30 nap
87,72+9,78 | 54,54 +550 | 43,81+6,90 | 14,88 +2,26

90 —

80 —

70 —

60 —

50+

40 —

30—+

20—

pmol/mg fehérje/éra

LA

10—

0 3 7 30

Kérdés, hogy az SSAO enzim jelentés mértékii gatlasa mennyiben vesz részt a
terapids hatasban. Ennek eldéntése tovabbi vizsgalatokra var. Teny, hogy ez a

hatés rejtve van a Parkinson-kor szokvanyos kezelése soran.
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6. A pre-szinaptikus a,-receptor gatlé hatasa a fesziiltségfiigaé Ca’*-

csatornakra és a forditott Na*/Ca*-cserére

Nyul izolalt f8 pulmonaris artéria szimpatikus idegeib8l [*H]noradrenalin-
(I*H]NA)-felszabadulast mértek ‘uptake’-gatlék (cocain és corticosteron)
jelenlétében alacsony frekvencias ideg-ingerlés (2Hz, 1 ms, 60 V; 360 tés)
hatéséara.

Korrelaciot talaltak a fesziiltségfiiggd Ca®*-csatornék gétlasa és a preferenciélis
ap-receptort gatlé yohimbin (3x107'M) [*H]NA-felszabadulést potencirozé hatésa
kozott. Intakt Ca®*-csatornak mellet ugyanis a yohimbin megnégyszerezte a NA-
felszabadulast. Részleges *N-tipusi’ Ca®*-csatorna gétlas utan (10°M w-CgTx
GVIA; irreverzibilis *N-tipusi’ Ca**-csatorna gatl6), a yohimbin béar fokozta a
NA-felszabadulast, de hatasa messze elmaradt a normal oldatban mért értektol.
Tovabba, ha a Ca’*-csatorndk miikodését, és ezzel a NA-felszabadulast
felfuggesztették (o-CgTx GVIA + 3x10>M neomycin), a yohimbin hatastalanna
vélt. A neomycinrél ismert, hogy az N-tipus(’ Ca?*-csatorndk mellett mas
altipusi Ca**-csatornakat is gatol (u.n. nem N-" és “nem L-tipusd’ nagy-
fesziiltségre aktivalodé Ca®*-csatornakat).

llyen koriilmények kozott (o-CgTx GVIA + neomycin) a [*H]NA-felszabadulas
visszadllithatd ~ Na'-terheléssel (Na'-pumpa gatlds  extracellularis K-
megvonassal). Kimutattdk, hogy az ilyen kortilmények kozott kapott NA-
felszabadulast (o-CgTx GVIA + neomycin; K'-mentes oldat) val6szinileg a
forditott Na*/Ca®*-csere aktivacioja hozza létre, mivel a transzmitter felszabadulés
gatolhaté tetrodotoxinnal (TTX, 107'M), extracellularis Ca®*-megvonassal (+
1mM EGTA), Li*-(113 mM; [Na']o: 25 mM)-helyettesitéssel és a preferencialisan
forditott Na*/Ca**-csere gétld KB-R7943-(3x10°M)-alkalmazésaval. A yohimbin
ilyen korilmények kozott is potencirozta a NA-felszabadulast, az o,-receptor
agonista I-noradrenalin (I-NA), vagy clonidin (10°M) pedig gétolta. A yohimbin
altal potencirozott transzmitter felszabadulas gatolhaté volt TTX-al, Ca®'-

megvonassal, Li-helyettesitéssel és KB-R7943 alkalmazasaval. A fentiek alapjan
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feltételezhetd, hogy a pre-szinaptikus o,-receptor nemcsak a feszultségfliggd
Ca’*-csatornakat, hanem a forditott Na*/Ca®*-cserét is regulélja.
A forditott Na*/Ca®*-csere K*-mentes oldatban tovabb fokozhaté a gyors, TTX-
fliggd Na*-csatorna aktivaciéval (10°M veratridin). A veratridin ugyanis tovabb
fokozta a NA-felszabadulast idegingerlesre. A veratridinrél ismert, hogy a gyors
Na'-csatornat aktivalja és/vagy nyitott allapotban gatolja. A veratridin
transzmitter felszabadulasra gyakorolt potencirozé hatasat a Ca?*-megvonasa és a
KB-R7943 alkalmazasa felfliggesztette ill. szignifikansan gatolta.

Teréapias szempontb6l egy reverzibilis *N-tipusi® Ca®*-csatorna gatld
Dekompenzéci6ban pedig, feltehetéen egy normal médon miikddé Na*/Ca®*-csere
gatlo lenne elényds terapias szempontbdl, mely szemben a digitalisz

glikozidakkal, nem emelné az intracellularis natrium koncentraciot.

7. A nociceptin farmakoldgiai vizsgalata

A nociceptin  (NC; orphaninFQ) heptadecapeptid, mely egy 176
aminosavbol allo prekurzorbol, a prepronociceptinbél hasad ki megfelel6 inger
hatasara. A prekurzorban a nocistatin is szerepel, ami a NC funkciondlis
antagonistaja. A NC kozponti idegrendszeri és periférias hatasai sokrétiek.
Intracerebro-ventricularisan adva hiperalgesiat okoz opiat elvonési tunetekkel
egyutt (morfin-antagonista). lgazoltak szerepét taplalékfelvételben, szorongasban,
a biogén aminok felszabaditasaban. Elettani, kdrélettani szerepére vonatkozdan az
exogén NC-kivaltotta hatas, valamint dontéen az allatkisérletes adatok nyujtanak
felvilagositast. A NC receptoron (NOP) hatdé vegyuleteknek a gyogyszeres
terapidban val6 alkalmazhatdsagara nagy figyelem iranyul.

Kisérleteinkben vizsgaltuk a human vérplazma NC szintjét kilénbozé
kronikus majbetegségekben. gy Wilson-korban, primer biliaris cirrhozisban és

Megallapitottuk, hogy Wilson-kdrban a plazma NC szintje szignifikansan

magasabb, mint a kontroll csoportban, de a NC szint emelkedése nem mutatott
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korrelacidt a majfunkcios tesztek eredményével, sem a neuroldgiai tlinetek
sulyossagaval.

A primer biliaris cirrhozisban szenved6 kezelt nébetegekben minden
esetben szignifikdnsan magasabb plazmaszintet talaltunk, valamint pozitiv
korrelaci6 allt fenn a plazma NC szint alakulasa és a betegség progresszioja
kozott.

Daganatos betegségben tartésan kovetve a NC koncentracio valtozasat, azt
talaltuk, hogy a klinikai statusszal és az o-fetoprotein-szinttel parhuzamosan
halado, a kiindulasi értéknél nagysagrenddel magasabb NC szint volt mérheté.

Kimutattuk a NC hisztamin felszabadité hatasat, mely ugyan elmarad a
48/80 degranulaciot okozd keverék hatasatdl, de kombinalt kezelésben a NC és a
48/80 hatasanak additiv jellegii ndvekedését tapasztaltuk.

Streptozotocinnal kezelt patkanyok 1-es tipusu diabétesze a metabolikus
neuropatias fajdalom elfogadott modellje az irodalomban. Meghataroztuk a
plazma és a liquor NC és nocisztatin szintjét. A liquor mintdkat a foramen
occipitale magnumon at vettik. A plazma NC szintje az életkorral ndvekszik es
12 hetes eletkorra stabilizalodik. A tartosan fennallo diabétesz nem okozott
szignifikdns valtozast a NC szintben. Ezzel ellentétben a nocisztatin
koncentracidja szignifikdnsan megemelkedett a diabétesz fennallasanak 12.
hetére. Adataink arra utalnak, hogy a két aktiv peptid (NC, nocistatin)
felszabadulasa prepronociceptinb6l, mas-méas szabalyoz6 mechanizmus szerint
torténik.

A NC kutatas jelenleg az analizis stadiumaban van. A szint-mérésekbdl
levonhatd kovetkeztetéseket értelmezik. Nelkulozhetetlen a szintézisre valo
torekvés. Csak az integrativ szemlélet vezethet az aktiv peptidek fizioldgiai,

patofizioldgiai szerepének megismeréséhez.



8. Kovetkeztetések

A Kisérleteinkbél az alabbi, gyakorlati szempontbol is fontos,
kovetkeztetések sziirhetok le:

1. A (-)-deprenylbél, mind in vitro, mind in vivo kisérletekben szamottevé
mennyiségi  deprenyl-N-oxid (DNO) képzoédik. A reakcid nem csupan Uj
sztereocentrumot hoz létre, de megnoveli a vegyiilet polaritasat is. igy a DNO
nem penetrdl a kozponti idegrendszerbe, a neuronokba. A DNO egy része
azonban visszaalakul deprenyllé, ami méar rendelkezik a jol penetrdlé deprenyl
tulajdonsagaival.

A (-)-deprenyl ddzis-hatasgorbéje harang alaki. Nagy koncentracioban
(10°M) proapoptotikus, mig alacsony koncentracidban (10°-10%% M)
antiapoptotikus hatassal rendelkezik. Fennall tehat a veszélye annak, hogy a
preventiv célbdl adott (-)-deprenyl mennyisége nagyobb az optimalisnal és a
vegyulet proapoptotikus hatasa érvenyesul. Ez nem fordulhat el6 a DNO-nal,
amikor csak a bel6le visszaképz6do (-)-deprenyl antiapoptotikus hatasu. Ezzel
egybehangzéan korabban leirtuk, hogy a DNO még 10°M koncentraciéban sem
hoz létre apoptozist.

2. A (-)-deprenyl intenziv ,first pass” metabolizmusa arra utal, hogy a
parenteralis adagolas soran mas farmakokinetikai tényezoékkel kell szamolni. igy a
transzdermalisan adott gatldszer az emberi terapiaban p.o. adott napi dézisban (5-
10 mg/nap) olyan vérszintet biztosit, ami mar a MAO-A enzimet is bénitja,
elveszitve szelektivitasat. A MAO-A gatlas kdvetkeztében antidepressziv hatasa
jon létre Ugy, hogy a gasztrointesztinalis rendszer MAO-A enzime nincsen
bénitva olyan mértékben, hogy sajtreakciot idézne el6. A deprenyl szintézisénél
megfogalmazott cél a farmakokinetikai ismeretek hatasara valt realitassa. Az
Egyesult Allamokban forgalomba hoztak az antidepressziv terapia céljara
deprenyl tartalmd traszdermalis készitményt Emsam néven, bovitve a vegyulet
terapias indikaciojat.

3. Az SSAO enzim fiziologiai és pathofiziologiai szerepének feltarasat

kilonbdz6 betegségekben gatolja, hogy nincs egy alkalmas, hatasos és szelektiv
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gatlészer, ami human vizsgalatokban is alkalmazhatd lenne. Kisérleteink arra
utalnak, hogy a carbidopa — ami a Duellin egyik komponense - hianyt potlé ezen a
téren, Kklinikailag alkalmas hosszi idére SSAO enzimgatolt allapotot

létrehozéasara, amikor az enzimgatlas szerepe tanulméanyozhaté.



