Az aminoxidazok és a NADPH-oxid4z szerepe az ér- és neuronkarosodasok

kialakulasaban (patomechanizmus és gydgyszeres befolyasolas)

Az aminoxidazok két nagy csoportjanak, a monoamin-oxidaznak (MAO),
valamint a szemikarbazid-szenzitiv aminoxiddznak (SSAO-VAP-1) az ¢l6
szervezetben kifejtett szerepét vizsgaltuk. A két csoport szamos k6zos és néhany

eltér6 tulajdonsaggal rendelkezik (1. tablazat).

Aminoxidazok
MAO SSAO
elsddleges szerepiik a ciklikus transzmitter az alifas endogén aminok
aminok semlegesitése hatéstalanitasa
szubsztratok primer, szekunder, tercier csak a primer aminok
aminok
lokalizécio intracellularis extracellularis
reakcio egyenlet R-CHp-NHy — R-CHO + H7O, + NH3
izoenzimek MAO-A, MAO-B szolubilis forma
szovethez kotott (VAP-1)
gatloszerek klinikai a kozponti idegrendszer a kozponti idegrendszer
hasznélata betegségei ¢s a periféria betegségei
endogén regulatorok | tribulin, isatin endogén anyagok?

F6 szereplik a védelem, melyre lokalizaciojuk is utal. Mintegy védelmi
barriert képeznek a kozponti idegrendszerben, az agykamrak faldban és az erek
endoteliuman, simaizman, a gyomor-béltraktusban a rendkiviil aktiv fiziologiai
hatasti transzmitter aminok, valamint a tiplalékkal bekeriild, biogén aminok
farmakologiai hatdsaval szemben. Az enzimgatlds ndveli a biogén aminok
szintjét, ami a kozponti idegrendszer egyes betegségeiben, igy a Parkinson kor

kialakulasaban, els6dleges szerepet jatszo6 dopamin hianyt csdkkenti, vagy az erek
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fegyver. Igy a gyomor-béltraktus (GIT) aminoxidaz enzimének gatlasa révén jon
1étre az életveszélyes ,,sajtreakcio”, mely ilyenkor a taplalékban eléforduld biogén

aminok korlatlan szervezetbejutasat teszi lehetové, mig a MAO enzim egyenlétlen




eloszlasa, valamint heterogenitdsa (MAO-A, MAO-B) a biogén aminok oxidativ
dezaminacidjanak kedvez6 kombinaciojat eredményezheti.

A munkacsoport évek ota foglalkozik a deprenyl (phenyl-isopropyl-
methyl-propargylamin) balra forgatd optikai izomerjének (selegiline) hatdsmod-
vizsgalataval. A palyazat inditasanak idOpontjdban a Current Medicinal
Chemistry-ben megjelent dolgozatunk (Magyar et al., Curr.Med.Chem., 11: 2017-
2031, 2004) jol 6sszegzi az akkori ismereteket, egyiitt azzal az 5 kdzleménnyel,
melyet a munkacsoport vezetdjének — mint vendégszerkesztd - felkérésére, a

témakorben nemzetkdzileg elismert kutatok irtak.

I. A selegilinnel végzett kutatasok

I/1. A selegiline neuroprotektiv hatiasanak vizsgalata

A selegiline a MAO bénitoé koncentracidjanal (ICsy=5x10°M) higabb
oldatokban (>10”M) gatolja in vitro sejttenyészetben a sejtek apoptozisat, vagyis
neuroprotektiv hatast eredményez. Ebben a propargylamin szerkezettel rendelkez6
metabolitoknak van szerepe. A propargyl csoport jelenléte nélkiilozhetetlen mind
a neuroprotektiv hatds, mind az enzimgatlds szempontjabol, de vannak olyan
propargyl csoporttal rendelkez6 molekuldk, melyek MAO bénitdé hatissal nem,
csak neuroprotektiv hatassal rendelkeznek. Ez is bizonyitja, hogy a MAO bénitd
és a neuroprotektiv hatds egymastol fiiggetlen tulajdonsagok. A selegiline
metabolizmusaban masokkal egybehangzéan bizonyitottuk, hogy a mikroszémalis
CYP enzimek jatszanak 6 szerepet (dealkilacid, p-hidroxilacio), de részt vesznek
ebben a flavin-tartalmi monooxigenaz (FMO) enzimek is. Az utébbi esetben a
selegiline nem csupan a MAO-B enzim gatloszere, de egyben szubsztratja is az
FMO enzimnek. A selegiline metabolizmusara vonatkozd ismeretek jo
Osszefoglalasat mutatja a 2010-ben megjelent 'R-Deprenyl: Pharmacological
spectrum of its activity’ cimii dolgozatunk (Magyar et al., Neurochem Res.
35(12):1922-1932, 2010).

A selegiline metabolitjai koziil harom vegyiilet rendelkezik N-propargyl

csoporttal: az alapvegylilet a selegiline, a desmethyl-selegiline (DD) és a



selegiline-N-oxid (DNO). Ezek szerkezeti tulajdonsagaik alapjan potencialisan
neuroprotektiv tulajdonsadguak lehetnek. Melanoma A-2058 tipusu sejteken
vizsgaltuk a harom vegyiilet hatdsat az L-buthionine-(S,R)-sulfoximine (BSO)
glutathion depletald toxin karositd hatasara. A propargylamine tipust vegyiiletek
kiilonb6zo mértékben gatoljak a BSO altal kivaltott toxicitast. Az eredményt a 2.
tablazat szemlélteti, a részeredményeket a 2010-ben megjelent dolgozatunk
Osszegzi (Szende B, Barna G, Magyar K: Cytoprotective effect of (-)-deprenyl, (-
)desmethyl-deprenyl and (-)deprenyl-N-oxide on glutathione depleted A-2058
melanoma cells. J Neural Transm. 117:695-698, 2010).

2. tablazat: A D, DD és a DNO hatasa BSO kezelt, szérum megvonasos A-2058
melandma sejtkultiiran az ¢l6 és a mitotikus sejtek aranyéara.

kezelés €16 sejtek aranya (%) mitotikus sejtek ardanya (%)
kontroll 100 (£3) 100 (£2)
BSO 50.2 (x1)* 55 (£1)*
D 63.1 (£2)* 57 (£1)*
DD 67.5 (£3)* 62 (£1)*
DNO 107.3 (x4)"" 143 (+4)*

*=p <0.001 vs kontroll

#=ns vs kontroll

1=p<0.001 vs BSO, D, DD

¢ =p <0.001 vs kontroll, BSO, D, DD

Az ¢éloésejtek aranya a kontrollhoz viszonyitva BSO jelenlétében mintegy
felére csokkent, mig a DD ¢és a selegiline az éldsejtek aranyat kismértékben, a
DNO jelentdsen novelte. A DNO kiilondsen a mitotikus sejtek aranyat emelte.
Osszegezve, a DNO kezelés stabilizalta az élésejtek aranyat azaltal, hogy ugyan
gyengén gatolta az apoptozist, de jelentdésen novelte a mitotikus sejtek aranyat a
kontroll szinthez viszonyitva.

A DNO képzodés esetében a vegyiilet tercier aminja kvaternerizalodik és
uj kiralis centrum alakul ki a molekulan. A citoprotektiv hatas a selegiline
esetében stereoszelektiv jellegli, vagyis csak a balra forgatd deprenyl, a selegiline
rendelkezik antiapoptotikus hatassal. Emlitésre érdemes, hogy mostansag a

terapidba bevezetett rasagiline (Azilect) mindkét optikai izomerje hatasosan



gatolja az apoptozist. A DNO esetében két stereo-centrummal és négy diastereo-
izomerrel rendelkeziink. Ha a selegilinbdl indul a szintézis, ugy két diastereo-
izomer keletkezik. A farmakologiailag hatdsos (neuroprotektiv) stereo-izomerek
farmakologiai vizsgalata még hatra van. A DNO optikai izomerjeinek szintézisét
Dr. Fiilop Ferenc akadémikus, a Szegedi Egyetem Gyodgyszerésztudomanyi
Karanak Technologiai Intézetében végezte. Figyelembe veendd, hogy az N-
oxidok retro-redukcioval visszaalakulhatnak az eredeti vegyiiletté, ami
befolyasolja az N-oxidok szervezetbeni sorsat.

A selegiline neuroprotektiv hatasanak dozis-hatasgorbéje harang alaka. A
107"M-nal magasabb koncentraciok pro-apoptotikus hatisuak, mig a 10°-10"°M-
ban antiapoptotikus hatast valtanak ki. A neuroprotektiv hatas tehat
koncentraciofiiggd. A selegiline olyan koncentracidban neuroprotektiv, melyben
MAO bénito hatassal mar nem rendelkezik. A bifazisos jellegli antiapoptotikus -
pro-apoptotikus hatas jellege miatt fennallhat annak a lehetdsége, pld.
tulérzékenység esetén, hogy a vegyiilet ahelyett, hogy gatolna, noveli az apoptdzis
mértékét. Vizsgalataink arra utalnak, hogy a DNO magas koncentracioban sem
indukal apoptozist, viszont antiapoptotikus tulajdonsdga megmarad. A DNO
reményt kelté vegyiilet lehetne, mint antiapoptotikus hatasu struktara a Parkinson
kor megeldzésére, vagy korai gyogyitasara.

A tulzott optimizmus azonban a kisérletek jelen fazisiban még nem
indokolt. Hatravannak még az in vivo kisérletek, valamint a neuroprotektiv hatas

tobb tipusu szdvetkultiran végzendo vizsgalatai.

172. A selegiline ’first pass’ metabolizmusa

Bizonyitottuk patkanykisérletekben, hogy a selegilin per os beadasa utan
mintegy 75%-a a gyomor-béltraktusban metabolizalodik €s mintegy 20-25%-a jut
be valtozatlanul a szisztémds keringésbe. Masok human vizsgélatokban az
elébbitdl nagyobb mértékli (95%) ’first pass’ metabolizmust irtak le. A
parenteralis beadasi modok koziil az igazan hatékony szubkutan, intraperitonealis,

intravénas beadasi modok — kiilondsen kronikus kezelés soran — nem



alkalmazhatok. Egy jo hatasfoku parenteralis (transzdermalis), a beteg szdmara
kényelmes beadasi mod kimunkalasa szamos elénnyel rendelkezne. Nem csupan
novekedne a felszivodas hatasfoka, hanem a MAO enzim heterogén természetébdl
¢s egyenldtlen eloszlasabol adodoan, pld. a kozponti idegrendszerben olyan
magas selegiline koncentracidé johetne létre, ami a ma szokdsos oralis dézisnal
(10mg/nap) nem specifikusan gatolnd a MAO-A enzimet is. Ennek kovetkeztében
novekedne a selegiline antidepressziv hatasa. Ugyanakkor a gyomor-béltraktusban
a MAO enzim kisebb mértéki gatlasa lehetévé tenné a taplalékkal bejutd biogén
aminok metabolikus hatastalanitasat. Ennek gyakorlati kivitelezhetéségére szolgal

a 3. tablazat.

3. tablazat. A seclegiline MAO bénitdo hatdsa patkanykisérletekben per os és

szubkutan adagolas utan.

selegiline
MAO per os subcutan
0.5 mg/kg 5 mg/kg 0.5 mg/kg 5 mg/kg

az agy MAO gétlasa %-ban
MAO-B 45.47 92.08 93.75 98.95
MAO-A 5.05 17.99 0.01 84.87

a maj MAO gatlasa %-ban
MAO-B 45.52 92.04 43.06 91.23
MAO-A 24.48 31.59 19.32 33.83

a bél MAO gatlasa %-ban
MAO-B 68.55 84.92 68.29 80.31
MAO-A 36.49 84.13 24.67 61.49

a patkanyok kezelése 5 napon keresztiil, naponta 0,5 illetve 5,0 mg/kg dozissal
az allatok dekapitalasa két 6raval az utolséd kezelés utan
szubsztratok: MAO-A: 5-HT; MAO-B: PEA

I/3. A selegiline hatasa a periférian

Bér a kisérletek elsésorban a selegiline kdzponti idegrendszeri hatasara

iranyultak, bizonyitottuk egy Ph.D. fokozat keretében végzett tudomanyos
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sejttenyészetben. A PCI12 kozponti idegrendszeri, az NIH3T3 periférias
modellként keriilt alkalmazéasra. Ehhez a selegiline MAO-B gétlé koncentracioi
szlikségesek (Magyar et al., Neurochem Res. 35(12):1922-1932, 2010).

A Genetikai, Sejt- és Immunbiologiai Intézetével (SE) kollaboracioban
tanulmanyozzuk, elsdsorban daganatsejtek (leukémia) 6si szabalyozd rendszerét,
az adhézidt, a kemotaxist és a sejt proliferaciot (citotoxicitas), valamint a
deprenyl, a deprenyl metabolitok és né¢hany szintetikus kémiai struktira hatasat
ezekre a folyamatokra. Els6 dolgozatunk Dr. Koéhidai Laszldé és munkatarsai

kozremiikddésével 80%-os késziiltségi szinten all.

I/4. A selegiline hatisa a teljes antioxidins kapacitisra és a maj

zsirtartalmara magas zsirtartalmua tapon tartott patkanyokban.

A patkdnyok négy csoportjaban: kontroll, magas zsirtartalmi tap és
normal, illetve selegiline tartalmu csapviz itatasa mellett, vizsgaltuk a selegiline
hatdsat az antioxiddans kapacitdsra és a ma4j zsirtartalmara. Szovettani
vizsgalatokkal hatdroztuk meg a madj zsirtartalmat és kémiai modszerekkel az
antioxidans kapacitas mértékét. A kisérlet idotartama 28 nap volt; kivitelezését a
II. Belgyogyaszat Klinikdn (SE) Dr. Békési Gabor vezette. Az eredményt a 4.
tablazat, valamint a J. Neural. Transm. folyoiratba kozlésre benytjtott

dolgozatunk tartalmazza.

4. tablazat: A selegiline hatésa a teljes antioxidans kapacitasra

tap ital 0. nap (£SD) 28. nap (+SD)
magas zsirtartalom csapviz 0.257+0.148 0.625+0.911
normal tap csapviz 0.140+0.039 0.188+0.140
magas zsirtartalom selegiline+ csapviz 0.207+0.075 0.073+0.049
normal tap selegiline+ csapviz 0.221+0.082 0.111+0.045

Mint a tablazatban lathatd, a selegiline ndvelte a teljes antioxidans

kapacitast. Szovettani vizsgalatokkal Sudan festéssel elemezve kimutattuk, hogy



kivédte a magas zsirtartalmi tapon tartott patkanyok majanak elzsirosodasat. Nem

ismeriink a deprenyllel kapcsolatosan hasonl6 jellegli adatokat az irodalomban.
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patkanymadj, Sudan festéssel; nagyitas: 50-szeres
magas zsirtartalmu diéta (a); magas zsirtartalmu diéta + selegiline (b)

Meérlegelve a tarsadalomban eléfordulé betegségek (alkoholizmus, elhizas,

diabétesz) gyakorisagat, kisérleteink értékes iranyvonalat nyithatnak meg.
II. Az SSAO-val végzett kutatasok

II/1. A benzilamin, az exogén SSAQO szubsztrat inzulin-szeri

hatasanak vizsgalata dyslipidaemias, elhizasos és diabéteszes allatmodelleken

Vizsgalatainkban a kovetkezo kérdésekre kerestiik a valaszt:
- A benzilamin (BZA; exogén SSAO szubsztrat), inzulinszerli hatasa
kimutathat6-e a kiilonbozo diabétesz allatmodelleken?
- A BZA vércukor szintre illetve gliikkoz toleranciara kifejtett hatdsa mellett
sulyosbitja-e az oxidativ stresszt, illetve noveli-e a nitrogén monoxidbdl
Az 1-es tipusu diabéteszt streptozotocin egyszeri ip. beadasaval hoztuk 1étre
patkanyokban. A 2-es tipusu diabéteszre és az elhizasra kétféle allatmodellt

hasznaltunk: az egyikben magas zsirtartalmia étrenddel hoztuk Iétre a



hyperglikémiat és az inzulin rezisztenciat; a masikban genetikai modellt,
homozigoéta db génhianyos allatokat hasznaltunk. Meértik az allatok
vércukorszintjét, a gliikkoz toleranciat, a kezelés hatasat a lipolizisre, a testsuly, a
taplalék- €s vizfogyasztas valtozasait és még szdmos biokémiai paramétert a
plazméaban. Az endothel-diszfunkciora, a NO megvaltozott metabolizmusara a
kisérletek végén az allatok aortdjaban mért nitrit €s nitrdt meghatarozasaval
nyeriink adatokat.

Az oralis BZA kezelés a magas zsirtartalmtl diétan tartott allatokban javitotta
a glikkoz-toleranciat, vagyis a beadott gliikkdoz nagyobb része keriilt szoveti
felvételre, amit a gliikoz kisebb vérszint gorbe alatti teriilete (AUC) mutat ip.
beadas utan. A BZA csokkentette tovabba az éhomi vércukorszintet, a testsulyt és
a magas koleszterin szintet anélkiil, hogy talzott oxidativ stresszt okozott volna. A
BZA kezelt éallatok aortdjaban mért magasabb nitrit koncentracio a NO
mennyiségének novekedésére utal, ami lehet fokozott termelésének, vagy
csokkent metabolizmusnak is az eredménye. A BZA kezelésnek tehat nem volt
negativ hatasa a NO biologiai értékesithetoségére az aortaban.

A homozigoéta db génhidnyos egerekben az oralis BZA kezelés késleltette a
hyperglikémia kialakuldsat. A génhianyos allatokban a normal heterozigota
allatokhoz képest jelentésen magasabb mind a taplalék, mind a folyadékfelvétel és
ez a kezelés hatdsara csokkent. Az SSAO szubsztrat inzulinszerii hatdsra utal az
is, hogy a kezelés a génhidnyos allatokban teststilygyarapodést eredményezett,
ami 0sszhangban van a benzilaminnak a zsirsejtek inzulin-rezisztenciajat javitd
hatasaval. A BZA kezelt allatokbol nyert zsirszévetben az inzulin jelentésebben
gatolta az izoprenalinnal indukalt lipolizist. A BZA kezelés gliikéz
homeosztazisra gyakorolt kedvezd hatasa mellett az aortdban mért nitrit szint is
emelkedett, ami a NO hasznosithatosaganak javulasara utal. Az l-es tipusu
diabéteszes modellen is hasonl6 hatasokat tapasztaltunk.

Az elhizdsos ¢és diabéteszes ragcsadlomodelleken kapott eredményeink
megerositették a BZA-kezelés kedvezo hatdsat a szénhidrat- és zsiranyagcserére,
ugyanakkor nem tapasztaltuk a kezelés kedvezdtlen hatasat a NO

hasznosithatosagara az aortdban, s6t eredményeink szerint az inkabb javult.



Eredményeink alapjan az SSAO-szubsztrat aminok ez iranyt hatasainak
vizsgalata tovabbi figyelmet érdemel annal is inkabb, mert az elhizas és a
kovetkeztében kialakuld inzulin rezisztencia egyre tobb embert érint, lassan
jarvanyos méreteket Olt. Jelentds egészségligyi probléma, mert szamos betegség,
igy kardiovaszkularis- és majbetegségek, bizonyos rakbetegségek, valamint az

Alzheimer-kor kialakuldsa szempontjabol fokozott kockazatot jelent.

I172. Citodegenerativ és citoprotektiv folyamatok vizsgalata

11/2a. A sejtkarosodas in vitro vizsgalata

Neurodegenrativ betegségek soran az idegsejtek pusztulasa elsddlegesen
apoptozissal torténik, melynek kivaltdsdban szadmos tényezo jatszik szerepet, mint
a trofikus faktorok hidnya, a mitokondriumok energiatermeld funkcidjanak
karosodasa, az oxidativ stressz és az excitotoxicitas.

Mivel a transzformalt sejteket tartalmazo sejtvonalakban a tulélést és
sejthalalt szabalyoz6 folyamatok eltérnek a normal sejtekétol, vizsgalatunkhoz
primer fibroblaszt sejtkultarat hasznaltunk. A sejtkarosodas egyes Iépéseinek
nyomon kovetésére szdmos biokémiai mérési moddszert allitottunk be;
fluoreszcens technikaval vizsgaltuk a mitokondriumok membranpotencialjat, a
sejtek szabadgyok-termelését és az apoptozis kivitelezésében kdzponti szerepet
jatszo kaszpaz-3 enzim aktivitasat. A sejtek életképességét propidium-jodid és
XTT festéssel vizsgaltuk. A sejtkarosodast szérummegvonassal valtottuk ki.

A sejtek életképességének meghatarozasara irdnyuldé modszerek
beallitasaval az volt az elképzelésiink, hogy tavlatilag a témakorben egy jol
dolgozé tehetséges fiatal végezte. Sajnos szamos objektiv akadaly nehezitette az
eredeti terv teljes végrehajtasat, igy a mddszerek beallitasi szintjén fejez6dott be a
munka a palydzat idotartama alatt. 2011-ben a Ph.D.-s fiatal munkahelyet

valtoztatott.
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11/2b. Az excitadtoros aminosavak meghatéarozasa agyi

mikrodializatumban

meghatarozo6 szerepet jatszik, de tulzott mértékii felszabadulasuk excitotoxicitast
valt ki. A kozponti idegrendszert érintd ingerek hatidsara optimalis
koncentraciojuk jelentésen megvaltozhat, neurotoxikus vagy neuroprotevtiv hatas
iranyaba. Kapillaris elektroforézis modszert dolgoztunk ki a glutamat és aszpartat
transzmitterek kvantitativ meghatarozasara agyi mikrodializatumbol. A megfeleld
érzékenységet a lézer-indukalta fluoreszcens detektalas biztositja. A modszer
érzékenységének és robosztussaganak meghatarozasara tobb szarmazékképzot
hasonlitottunk 0Ossze. Jelenleg a modszerek koziil az optimalis kivalasztasa

torténik.

II/3. A szérum SSAO aktivitas valtozasa Parkinson kéros betegek

Sinemettel torténo kezelése soran.

A szemikarbazid-szenzitiv = aminoxiddz (SSAO) enzim kémiai
szerkezetérdl, az enzimfehérje aminosav 0sszetételérdl és sorrendjérol szinte teljes
informacioéval rendelkeziink, de a fizioldgiai, vagy a kiilonb6z6 betegségek patho-
mechanizmusaban jatszott szerepérdl alig allnak adatok rendelkezésiinkre. A
jelenti, kiilonosen periférias dekarboxilaz gatloval (carbidopa, benserazid)
egylttadva. Ilyenkor hosszantartd Iényeges javulast érheté el a betegek
allapotaban. A Sinemet (kombinalt gydgyszer) egyik hatéanyaga a carbidopa,
mely jelentés SSAO gatld hatassal is rendelkezik. Frissen diagnosztizalt
parkinsonos betegek Sinemettel torténd kezelésekor azt tapasztaltuk, hogy az
enzim 70-80%-o0s gatoltsaga mellett egyensulyi allapot jon 1étre. A vilagszerte
nagyszamu kezelt beteg ellenére nem ismerjiik, hogy az SSAO gatlasanak van-e
co-morbid allapotokban. Tizennyolc Sinemettel kezelt beteg vérében kovettiik a

naponta adagolt carbidopa enzimgatlé hatasat. A kezelés abbahagyasa akar 1-2



11

napra, jelentds enzimregeneracioval jar. A részletekrél késziilbben 1évo
dolgozatunkban szdmolunk be. A munka a SE Neurologiai Klinikdjaval
kollaboracioban tortént. A betegek kezelését Dr. Takats Annamaria végezte.
Ertékes informéaciét adhatna a tartosan Sinemettel kezelt betegek

korel6zményének retrograd analizise is.



