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Zarojelentés a ,, Metabolikus transzformaciok
kromatografias vizsgalata” cimi, az OTKA altal
T049492 szam alatt tamogatott kutatasban 2005-2008
k6z6tt végzett munkaral.

A kutatds munkaterve szerint ,Vizsgalni fogjuk a gyogyszeres kezelés soran a
szervezetben keletkezé formaldehidnek és atalakulasi termékeinek sorsat, valamint
az atalakulast ellensulyozo reakcidkat”. Munkaterviinket teljes (100%-0s) mértékben
kovettuk és teljesitettik. A tématertlletet, ragaszkodva a munkatervben
megfogalmazottakhoz, tovabb folytattuk.

Moédszert dolgoztunk ki az L-deprenil egy- és kétdimenzids
rétegkromatografids vizsgalatanak megfeleld végrehajtaséra, kizdrva az esetleges
front- és folt-deformaciokbdl eredé6 megbizhatatlan eredményekbdl levont téves
kovetkeztetéseket [1,2]. Rétegkromatogréfias és kétdimenzids (ellcids-kiszoritasos)
rétegkromatografias vizsgalatainkkal egyértelmien bizonyitottuk, hogy a deprenil N-
metil csoportjdnak metabolikus oxidadlasa a vegyullet radioaktivitasdnak
elvesztéséhez vezet, azaz sem a dezmetil-deprenil, sem az amfetamin mar nem
rendelkeztek radiaktivitassal, mig a metamfetamin radioaktiv maradt. Ugyanakkor, a
vizelet komponenseinek dimedonnal (tipikus oxo, azaz ebben az esetben
formaldehid reagens) val6 reagaltatasa utan keletkezé formaldimedon radioaktivitast
mutatott. Ez a radioaktivitas egyértelmien a radiojelzett L-deprenilbdl szarmazhatott.
A kétdimenziés elvalasztas specifitAsat novelte, hogy a masodik dimenziéban
kiszoritasos moédon torténd kifejlesztést alkalmaztunk [2].

A planéaris kromatografidsan elért eredmények megerdsitése és ellenérzése
mellett alapvetd sziikség volt annak megallapitasara, hogy a vizelettel trilé ,szabad”
formaldehid mellet a szervezet mely endogén anyagaval 1ép reakcidba a formaldehid,
eés mely tovabbi végtermék keletkezik? Mi a sorsa ennek a terméknek, mely a
formaldehid és az endogén anyag reakcibéjaval keletkezett. A radiojelzett L-deprenillel
Wistar patkanyokon végzett kezelések eredménye alapjan megallapitottuk, hogy a
radiojelzett, azaz **C-metil csoport a lizin e-amino-csoportjaval 1ép reakcidba, és Ne-
monometil-lizin keletkezik [3-5].

Az N°-monometil-lizin N-demetilalodas-formaldehid-N-metilez6dés soran valé
keletkezése, és a jelenség rétegkromatografids és HPLC-MS segitségével torténd
bizonyitasa részemre nyilvanvalé volt, hiszen a bazikus N-metilezett aminosavakkal
(példaul: Kalasz, H. et al., Identification of N-methylated basic amino acids from
human adult teeth. J. Dental Research, 57, 128-132 (1978)) illetve a formaldehid
biologiai kbzegben vald keletkezésével (Kalasz, H. et al.: Formaldehyde generation
by N-demethylation. Acta Biol. Hung., 49, 229-344 (1998)) és sorsaval (Kalasz, H.:
Biological role of formaldehyde, and cycles related to methylation, demethylation and
formaldehyde production. Mini-Rev. Med. Chem., 3, 175-193 (2003)) tobb évtizede
foglalkozom. Azonositottuk HPLC-MS modszerrel a '*C-N°-monometil-lizint (a
vizsgalatokat az akkor fénykorat €l6 Gyogynévénykutatd Intézetben [3,4], melynek
akkor elndk-igazgatéja az igen kivalo Nyiredy akadémikus volt, a vizsgalatokat a
széleskorl HPLC-MS szakmai ismeretekkel rendelkezé Szlics Zoltan végezte), hazai
kongresszusokon felvetették a megismételt vizsgalatok szikségességét. Javasolték,
hogy egy masik vizsgalohelyen ismételjuk meg az analiziseket.
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Az EGIS Gydgyszer- és Tapszergyar Farmakokinetikai és Metabolizmus
laboratériumaban Dr. Klebovich Imre professzor és Dr. Balogh-Nemes Katalin
megismételték az analiziseket, és mind HPLC-MS mind pedig HPLC-MS-MS
modszerekkel bizonyitottdk, hogy a radiojelzett ,nem deprenil metabolit” termék
valéban **C-N°-monometil-lizin [5].

Az L-deprenil szervezeten bellli sorsanak vizsgalata soran megallapitottuk,
hogy diabetes gyorsitja az L- deprenil és metabolitjainak a patkany szervezetbdl a
vizelettel torténd kilrulését, a metabolitok aranyat azonban nem valtoztatja meg [6].
A radiojelzett metabolitok és az anyavegyulet ardnya a kovetkezd volt:
methamfetamin:p-hidroximetamfetamin:deprenil:formaldehid = 20:3:1:1. A
formaldehidnek csupan téredéke lépett be a lizint metilezé reakciéba, és adott **C-
N°-monometil-lizint. Kdzleményiinkben [6] indokoltuk, miért keletkezik N°-monometil-
lizin az N-transzmetilez6déssel. A valaszt a deprenilbél keletkezé6 metabolikus
termékek lipofilitasa adja meg. A deprenil illetve metabolitjainak lipofilitasa (logP
ertékben kifejezve) meglehetésen magas, ez magyarazza példaul a vér-agy gaton
valo jo penetralhatosagat. A szervezetbdl vald kitrilés a hidrofil vegylletek szamara
preferalt, azaz a kivalasztodas/kitrulés szempontjabél meglehetésen elénydos a
deprenil—>formaldehid—N®-monometil-lizin atalakulas (1. Tablazat, jelent6s részben a
k6zleménybdl idézve [6]).

1. Tablazat. A deprenil és metabolitjai Pallas program segitségével szamitott logP
értékei.

No. Vegyulet Szerkezet Radioaktivitas logP
1 Deprenil HsC  CHs + 2.94
N
N\
CH
2 Nordeprenil H3C - 2.37
NH
N\
CH
3 Methamfetamin HsC  CHs + 2.03
NH
4 Amfetamin H3C - 1.57
NH,
5 Deprenil-N-oxid HC  CH3 + 2.21
N-O
N\
CH
6 Nordeprenil-N-oxid HC o - 2.29
NH
N\
CH
7 Methametamin-N- HG  CHs + 2.02
oxid NHb




8 Amfetamin-N-oxid H3G - 1.83
NH,
o)
9 p-Hidroxi-deprenil HsC  CHs + 1.93
N
HO M\
CH
10 | p-Hidroxi-nordeprenil H3C - 1.21
NH
O~
CH
11 p-Hidroxi- HC  CHs + 0.85
methamfetamin NH
HO
12 p-Hidroxy- H3C - -0,01
amfetamine NH;
HO—<: :>—’
13 Formaldehid HzC\\O + 0.07
14 N-monometillizin HoN H\ + -1.25
I\/\/ CHs
HO™ ~O

Fontos volt annak megéllapitasa, hogy a deprenil illetve méas, N-metil
csoporttal rendelkez6 gyogyszer-vegyllet szervezetbe kerilése esetén keletkezé
formaldehid képes-e a szervezet aminosavai, peptidjei vagy fehérjéi esetén
keresztkttéseket |étesiteni, hasonléan, ahogy azt Yu és munkatarsai ,megjosoltak”.
Yu és munkatarsai ugyanis fehérjék lizin-alkotérészei kozott keresztkotések
keletkezését mutattdk ki a patkanyok szervezetébe bevitt, jelentés mennyisegi
metilamin hatdsara. (Yu, P.H., Involvement of cerebrovascular semicarbazide-
sensitive amine oxidase in the pathogenesis of Alzheimer's disease and vascular
dementia. Med Hypotheses, 57, 175 (2001), Yu, P.H. et al., Physiological and
pathological implications of semicarbazide-sensitive amine oxidase. Biochim Biophys
Acta, 1647, 193 (2003),). Sem deprenillel kezelt patkanyok esetén, sem patolégiasan
rugalmatlan erek esetén (még nyomokban sem) tudtunk kimutatni az érfalban N°-
monometil-lizint — pedig a keresztkétések létrejottéhez valdszinlileg az N°*-monometil-
lizin keletkezése az elsé lépés [7].

A  dezmetilez6dés-formaldehid-metilez6dés  folyamat  analdgidja a
dezetilez6dés-acetaldehid-etilez6dés.  Toébb  vérnyomascsokkentd  gyogyszer
adagolasa u.n. prodrug formajaban torténik, a szervezetben az O-etil csoport
leszakadasa révén valnak aktiv gyégyszerré, mikézben acetaldehid keletkezik.
Moexipril metabolizmusét vizsgaltuk HPLC-MS modszerrel. A dezetilez6dést
kovettiik, N*-monoetil-lizint azonban soha sem sikertilt kimutatnunk [8,9].

N-szubsztitualt alkil csoportok eléfordulnak N-N’ 6sszekotd hidként is. llyen
vegyuletek a bisz-piridinium-aldoximok, melyek az organofoszfat mérgezések
kezelésénél hasznalatosak (Petroianu, G.A. and Kalasz, H.: Comparison of the ability
of pyridinium aldoximes to reactivate human RBC cholinesterase inhibited by ethyl-




and methyl-paraoxon. Current Organic Chemistry, 11, 1624 (2007), Kalasz, H. és
Tekes, K.: Terrorist attacks or poisoning by organophosphate pesticides — Is there
any defence?, BenSci, The Newsletter by Bentham Science Publisher, 1, in press
(2009)). Fontos tényez6 lehet az alkil lancot alkoté rész N-dezalkilalédasa az egyik,
vagy mindkét piridinium gyGrG N-atomjarol. Farmakokinetikai €s metabolizmus
vizsgalataink kezdetben a n-propil- és n-butil- lancokat tartalmazé K-27 és K-48
vizsgélatara koncentralédtak [10-13]. Megallapitottuk, hogy nagyon hasonl6 in vivo
kinetika mellett a K-27 nem metabolizalédik [13], mig a K-48 alkil lancan oxidativ
metabolizmus jatszédik le [12]. Hasonl6an, a n-propil N-N' hid alkil lancdhoz, az
oxidativ metabolizmus iranti rezisztenciat mutatott a C-C kettés kotéssel rendelkezé
butén hidat tartalmazé K-203 is. A vegylletek lipofilithsa [16,17] nem tlkr6z8dott
metabolizmus iranti fogékonysag/rezisztencia tekintetében, amint az mar a
dezetilez6déssel aktivalodé —pril vegylleteknél (moexipril, stb.) sem volt
megfigyelhetd [18].

Attekintettiik a piridinium-aldoximok kromatografias lehetéségeit [19], és az
agyban torténd esetleges formaldehid keletkez6dés és metilcsoport atvitel elsé
lépéseként vizsgaltuk vegylletek vér-agy gaton (BBB) és vér-liguor gaton valo
athaladasanak tényszer(iségeit [20-21].

Dr. Lengyel Jozsef kollegadmmal (aki az OTKA 49492 kutatasi tAmogatas egyik
résztvevije) szerkesztettink egy konyvet, mely a gyogyszerek szervezetbeni
sorsanak tényezdit, valamint a gyogyszerek és metabolitjaik analizisének mddszereit
tartalmazza. [22].

A technikai fejlédés tette lehetévé, hogy a kromatogramokat elektronikusan
megolrizzik és értékeljik. A Borwin Software és Interface ara azonban évrél-évre
novekedett, a beszerzés idején meghaladta a keret el6iranyzatait. A beruhazéas
esetében a keret tullépésére kerdlt sor.
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