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Pagpooes vO7ZETETELl PELDANY

A METIONAL VAGY A MALON-DIALDEHID INTRA-
CELLULARIS MENNYISEGET BEFOLYASOLO FAKTORT
TARTALMAZO, APOPTOZIST SZABALYOZO KESZITMENY

KIVONAT

A talalmany targya egy vegyiilet, amely lehet a metional, a
malon-dialdehid vagy barmely olyan faktor, amely a metional vagy a
malon-dialdehid intracellularis mennyiségét befolyasolja, gyégyszer-
ként térténd alkalmazasra.

A vegyllet gyégyszerként hasznalhatd apoptdzis, vagyis a
sejtek programozott halalanak modulalasara.

A talalmany vonatkozik az ilyen vegyileteket tartalmazé
gydgyszer- vagy kozmetikai készitményekre és a bér 6regedésének
megakadalyozasara szolgalo eljarasra is a készitmények alkalmaza-
saval.
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A METIONAL VAGY A MALON-DIALDEHID INTRA-
CELLULARIS MENNYISEGET BEFOLYASOLO FAKTORT
TARTALMAZO, APOPTOZIST SZABALYOZO KESZITMENY

A talalmany targya a metional vagy a malon-dialdehid intra-
cellularis mennyiségét befolyasolé faktort tartalmaz6, apoptézist
szabalyozd készitmény. A taldlmany targya kdzelebbrdl egy vegyi-
let, amely lehet a metional, a malon-dialdehid vagy barmely olyan
faktor, amely a metional vagy a malon-dialdehid intracellularis
mennyiségét befolyasolja, gydgyszerkeént térténd alkalmazasra. Ez a
gyogyszer kézelebbrdl a sejtek programozott halalanak (apoptézis)
jelenségét modulalja.

A talalmany vonatkozik az apoptézist modulalé készitményre
is. Vegul a talalmany targya eljaras a bér fény altal kivaltott vagy az
id6 mulasa miatt bekévetkezd déregedése megakadalyozasara
és/vagy leklizdésére.

A sejtek halalaban két mechanizmus jatszik szerepet. Az els6
klasszikus mechanizmus neve nekrézis. Morfol6giailag a nekrézisra
az jellemz6, hogy a mitokonbriumok és a citoplazma felfavodik és a
mag elvaltozik, majd a sejt lebomlik, dnmagat feloldja, és ezt egy
gyulladasos jelenség kiséri. A nekrézis passziv és véletlenszerli mo-
don folyik le. A szbvetnekrézis oka altaldban a sejtek valamilyen fizi-
kai sérllése vagy példaul valamely kémiai méreg.

A sejthalal masik formajat apoptézisnak hivjak (lasd Kerr
J.F.R. és Wyllie A.H., Br. J. Cancer, 265, 239 (1972)), a nekrézissal
ellentétben azonban az apoptozist nem kiséri gyulladasos betegség.
Ismeretes, hogy az apoptézis kilénbdzd fizioldgiai feltételek mellett
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valésulhat meg. Ez a sejt-Ongyilkossag nagymértékben szelektiv for-
maja, amelyre kdnnyen megfigyelhetd morfolégiai és biokémiai je-
lenségek jellemzéek. igy példaul megfigyelhetjik a kromatin konden-
zacidjat, amelyet adott esetben az endonukleaz aktivitasa kisér,
megfigyelhetd tovabba apoptikus testek képzddése, és a dezoxiribo-
nukleinsav (DNS) fragmentaciéja endonukledzok aktivalédasa révén
180-200 bazisparbol allé DNS fragmentekké. (Ezek a fragmentek
agaroz gélen elektroforézissel figyelheték meg.)

Az apoptézis ugy tekinthetd, mint a szévetek kialakulasaban,
programozott halala. Ugy véljiik tehat, hogy a sejtek differencialéda-
sa, nbvekedése és érése szoros Osszefliggésben all az apoptézissal.
Tehat egy j6 egészségben 1évd embernél egyensuly all fenn az emli-
tett jelenségek egylttesében.

Az orvosi terlileten szamos patoldgiai helyzetben médositott,
sét esetleg szabalytalan apoptdzis mechanizmus jelentkezik, vagy
olyan apopt6zis mechanizmus, amellyel nem jar egyitt egy masik
biolégiai jelenség rendellenessége ahhoz, hogy az egyensulyt elérje.
igy példaul ismert, hogy az apoptézis szandékos befolyasolasaval
azt kivaltva vagy azt elfojtva szamos betegség kezelhetd. Kiléndsen
olyan betegségekrél van sz0, amelyek sejtburjanzassal kapcsolato-
sak, mint példaul rak, az autoimmunbetegségek, az allergiak, vagy
éppen ellenkezéleg, olyan betegségek, amelyek a sejt eltlinésével
jarnak egyiitt, mint példaul az emberi immunhianyt kivalté virus im-
munhiany szindrémaja (AIDS), a neurodegenerativ betegségek
(példaul Alzheimer-kér), vagy a szivinfarktusnal vagy az agyi
ischémias sérulésnél fellépd mértéktelen karosodasok.
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Konkrétan az onkoldgiaban allapitottdk meg, hogy szamos
rakellenes gybégyszer, példaul az adriamicin vagy a ciklofoszfamid
képes apoptdzis kivaltasara.

A kozmetikaban a béréregedés jelei elsésorban a bér fébb
bioldgiai mechanizmusai rendellenes mikddésének kdvetkezményei,
ezek olyan rendellenességek, amelyeknél az apoptézis mechaniz-
musa szerepet jatszik. Azt gondolhatjuk tehat, hogy minden olyan
termék, amely az apoptdzis mechanizmusat befolyasolni képes, al-
kalmas arra, hogy az 6regedés megjelenését az éregedés meglévd
jeleit, példaul a rancokat vagy kisebb rancokat megel6zze és/vagy
megszuntesse.

Nem ismeretes azonban az dsszefliggés a sejtre exogén vagy
endogén termékek és az olyan sejtvalaszok kézétt, amelyek az
apoptoézist kivaltjak vagy elfojtjak.

Felismertiik, hogy az apoptézis kivalthatd egy természetes
metabolit, a metional (3-metil-tio-propanal) vagy a malon-dialdehid
intracellularis mennyiségének névelésével. Ugyancsak felismertik,
hogy a metional in vivo malon-dialdehiddé térténd atalakulasat onko-
gének, példaul a bcl, gén expresszalasaval befolyasolni lehet. Ez a
bclz gén arrdl ismert, hogy a sejtekben, féképp az idegsejtekben a
reakcidképes oxigéntartalmu anyagok altal kivaltott apoptézist ga-
tolni tudja (lasd Kane D.J. és munkatarsai, 1993, Science, 262,
1274-1277).

A talalmany targya tehat egy vegyilet, amely lehet a metional,
a malon-dialdehid vagy barmely olyan faktor, amely a metional vagy
a malon-dialdehid intracellularis mennyiségét befolyasolni képes,
gyogyszerként térténd alkalmazasra. Ez a gyégyszer kdzelebbrdl a
sejtek programozott halala jelenségének befolyasolasara szolgal.
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A talalmany targya tovabba apoptézist befolyasold gydgyszer-
vagy kozmetikai készitmény, amelyre jellemz0, hatéanyagkeént meti-
onalt, malon-dialdehidet vagy barmely olyan faktort tartalmaz, amely
a metional vagy a malon-dialdehid intracellularis mennyiségét befo-
lyasolni képes, tartalmaz tovabba gydgyszerészeti vagy kozmetikai
szempontbol alkalmazhaté hordozdanyagot.

A metional, a malon-dialdehid vagy vagy barmely olyan faktor,
amely a metional vagy a malon-dialdehid intracellularis mennyisegét
befolyasolni képes, a talalmany szerint alkalmazhaté énmagéban
vagy elény6sen keverék formajaban. Természetesen a terméket a
kivant cél fuggvényében valasztjuk meg, vagyis attol fliggéen, hogy
az apoptoézist kivaltani akarjuk vagy elfojtani.

A talalmany egyik megvalésitasi médja szerint tehat az apop-
tozist kivaltoé készitményre az jellemzé, hogy hatéanyagként olyan
vegylletet tartalmaz, amely lehet metional, malon-dialdehid vagy
vagy barmely olyan faktor, amely a metional vagy a malon-dialdehid
intracellularis mennyiségét noveli, tartalmaz tovabba gydgyszerésze-
tileg vagy kozmetikai szempontbél elfogadhaté vivéanyagot.

A talalmany egy masik megvalésitasi modja szerint az
apoptoézist elfojto készitményre az jellemzd, hogy hatéanyagkent va-
lamely olyan faktort tartalmaz, amely a metional vagy a malon-dial-
dehid intracellularis mennyiségét csdkkenti, tartalmaz tovabba
gyogyszerészeti vagy kozmetikai szempontbél elfogadhatd vivo-
anyagot.

A metional metabolizmusaban ismert, hogy a 4-metil-tio-2-
-oxo-butansav in vivo atalakithaté a maj, a sziv és a vazizmok sejtje-
inek mitokondriumaiban jelenlévé elagazé szénlancu oxosav-dehid-
rogenaz komplex révén, a metionélon keresztil ugy, hogy metil-tio-
propionil-CoA keletkezik. [Lasd Wu G. és Yeaman S. J. (1989)
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Biochem. J. 257, 281-284; Haussinger D., Stehle T. és Gerok W.
(1985) J. Biol. Chem. 366, 527-536; Jones, S.M.A. & Yeaman S. J.
(1986) Biochem. J. 237, 621-623.] Az is ismeretes, hogy a 4-metil-
-tio-2-oxo-butansav in vivo atalakithaté metioninna térténé transz-
aminalassal [lasd Ogier G., Chantepie J., Deshayes C., Chantegrel
B., Charlot C., Doutheau A. & Quash G (1993), Biochem. Pharma-
col. 45, 1631-1644]. A metional adott esetben ugyancsak metionolla
redukalhat6 reduktaz-aldehiddel illetve metil-tio-propionsavva oxi-
dalhat6 dehidrogenaz-aldehiddel. A metional a HO® gy6kkel egyutt
vegul malon-dialdehidet és metan-tiolt eredményezhet R-hidroxilez6
reakci6 révén. A metional, a malon-dialdehid és az intracellularis
mennyiséget befolyasolni képes faktorok jobb megértése érdekében
az 1. abran bemutatjuk a metional metabolizmusat, anélkiul azonban,
hogy ezzel a taldlmany oltalmi koérét korlatozni kivannank.

Az 1. abran 1év0 jel6lések a kdvetkezdk:

- MTOB a 4-metil-tio-2-oxo-butansavat jelenti,

- MTPA a metil-tio-propionsavat jelenti,

- E1 az elagazé lancu dehidrogenaz oxosav komplex, amely-
nek CO-faktora a tiamin-pirofoszfat (TPP) dekarboxilazat jelenti,

- E2 az elagazd lancu oxosav-dehidrogenaz komplex, amely-
nek CO-faktora a tioktinsav (TA), transz-acilazat jelenti,

- ALDR az aldehid reduktazt jelenti,

- ALDH az aldehid dehidrogenazt jelenti.

A talalmany szerinti a metional vagy a malon-dialdehid intra-
cellularis mennyiségét befolyasolé faktoron azokat a vegylleteket
értjik, amelyek lehetnek prekurzorok, a metional vagy malon-dial-
dehid termékek, a metional vagy a malon-dialdehid metabolizmusa-
ban szerepet jatszé enzimek aktivatorai. igy az 1. abran bemutatott
metional vagy malon-dialdehid metabolizmusabdl kénnyen érthetd,
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hogyan mddositjak ezek a vegytletek a metional vagy malon-dialde-
hid, ha bekerllnek a sejtrendszerbe, a metional vagy malon-dialde-
hid intracellularis mennyiségét atmenetileg vagy tartésan.

A metional vagy a malon-dialdehid prekurzorai vagy termékei
lehetnek a metional intracellularis metabolizmusa prekurzorai vagy
termékei, példaul 4-metil-tio-2-oxo-butansav, metionin, metionol,
metil-tio-propionsav vagy metil-tio-propionil-CoA.

A metional vagy a malon-dialdehid prekurzorai vagy termékei
olyan termékek is, amelyek in situ képesek a metional vagy a malon-
dialdehid felszabaditasara, vagy egy olyan faktor felszabaditasara,
amely a metional vagy a malon-dialdehid intracellularis mennyiségét
befolyasolja, ilyenek példaul a metional vagy a malon-dialdehid ész-
terei és tioészterei, amelyek in situ metionalt, malon-dialdehidet vagy
4-metil-tio-2-hidroxi-butdnsavat szabaditanak fel, amely in situ &tala-
kul 4-metil-tio-2-oxo-butansavva. A gyégyszerészet teriiletén az ilyen
termékeket altalaban "prodrog"-nak (gyogyszer-elévegyiiletnek vagy
gyogyszer intermediernek) nevezzik.

Abban az esetben, amikor az apoptézist kivaltani kivanjuk, a
metionalt, a malon-dialdehidet, a metional vagy a malon-dialdehid
prekurzorait vagy termékeit eldnyésen olyan enzim inhibitorokkal
egyutt alkalmazzuk, amelyek olyan metabolikus reakcidban jatsza-
nak szerepet, amelyek a metional eltavolitasat segitik elé a fentebb
mar emlitett B-hidroxilezd reakcion kivil (amelynél a metional
malon-dialdehiddé alakul), vagy a B-hidroxilaz aktivatoraival egyuitt
alkalmazzuk, amely R-hidroxilaz a metionalnak malon-dialdehiddé
torténd atalakulédsaban szerepet jatsz6 enzim. Igy példaul megemlit-
hetjik a 4-metil-tio-2-oxo-butansav és egy transz-aminaz inhibitor
egyuttes alkalmazasat, amely transz-aminaz a 4-metil-tio-2-0xo-
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-butansav metioninna torténé atalakulasaban jatszik szerepet, ilye-
nek példaul a fentebb mar emlitett inhibitorok.

Alkalmazhatjuk a metionalt vagy metional intracellularis
mennyiségét ndveld faktort olyan vegyiletekkel egyltt is, amelyek a
HO' szabad gydk mennyiségét névelik. Ezek kéziil példaként meg-
emlithetjiik a BCNU-t (N,N-bisz-(2-kl6r-etil)-N-nitrozo-karbamid), mi-
vel ez a glutation-reduktaz inhibitora, és igy lehetévé valik a reaktiv
oxigéntartalmu anyagok, példaul a HO® gyok intracellularis mennyi-
ségének ndvelése, amely HO" gydk a malon-dialdehidet eredménye-
z6 R-hidroxilezé reakciod egyik résztvevdje.

Az ilyen kombinacié kiléndsen elényds az olyan patoldgias
esetekben, amelyekre a bcl2 gén tulexpresszalasa jellemzd. liyen
patolégias allapot példaul a méhrak, a B-sejt limféma, a leukémia, a
neuroblasztéma, a prosztata adenokarcin6ma, a prolaktinéma és
egyéb agyalapi miriggyel kapcsolatos mirigydaganatok. A bcl2 gén
tulexpresszalasa miatt a sejtek a kémiai anyagoknak ellenalléva val-
nak. Az emlitett kombinacid tehat részlegesen, esetleg teljesen is
képes ezt a kemorezisztenciat gatolni.

Elénydsen az emlitett kombinaciéhoz adagolhatunk egy vagy
tébb transz-aminaz inhibitort, amely a 4-metil-tio-2-oxo-butansav
metioninna térténd atalakulasaban jatszik szerepet; ilyenek példaul a
késbbbiekben ismertetett vegyiiletek, kiléndsen elényds a (9) képle-
tl vegydlet.

A metional metabolizmusaban szerepet jatszd enzimek inhibi-
torai vagy aktivatorai kézll példaként a kévetkezbket emlithetjik: a
4-metil-tio-2-oxo-butansavnak metionalon keresztil metil-tio-propio-
nil-CoA-va tortén atalakulasaban szerepet jatszé elagazé lancu de-
hidrogenaz oxosav komplex inhibitorai vagy aktivatorai, vagy a 4-
-metil-tio-2-oxo-butansav metioninna térténd atalakulasaban szere-
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pet jatszd transz-aminaz inhibitorai vagy aktivatorai, vagy a metional-
nak metionolla térténd redukalasaban szerepet jatsz6 reduktaz alde-
hid inhibitorai vagy aktivatorai, vagy a metionainak metil-tio-propion-
savva torténé oxidalasaért felelés aldehid dehidrogenaz inhibitorai
vagy aktivatorai, vagy a R-hidroxilaz aktivatorai vagy inhibitorai,
amely R-hidroxilaz a metionainak malon-dialdehiddé térténd atalaku-
lasaban szerepet jatsz6 enzim.

igy példaul az elagazé lancu oxosav-dehidrogenaz komplex
inhibitorai kdzil, vagyis az olyan faktorok kézul, amelyek a metional
vagy a malon-dialdehid intracellularis mennyiségét csékkentik, pél-
daként a 2-oxo-butiratot emlithetjik, amely ennek a komplexnek jol
ismert szubsztratuma [lasd Jones, S.M.A. & Cederbaum, A.l. (1980)
Arch. of Biochem. and Biophys., 199, 438-447], megemlithetjik to-
vabba a ketoleucint, a ketoizoleucint és a ketovalint, amelyek ugyan-
csak ennek a komplexnek a szubsztratumai.

Ugyancsak példaként megemlithetjik a 4-metil-tio-2-oxo-
butansav metioninna torténd atalakuldsaban szerepet jatsz6 transz-
aminaz inhibitoraként, vagyis olyan faktorként amely a metional vagy
a malon-dialdehid intracellularis mennyiségét ndveli, azokat a vegyl-
leteket, amelyek az Ogier G., Chantepie J., Deshayes C., Chantegrel
B., Charlot C., Doutheau A. & Quash G. (1993) Biochem. Pharma-
col. 45, 1631-1644 irodalmi helyen vannak felsorolva.

Kézelebbrdl a 4-metil-tio-2-oxo-butansav metioninna térténd
atalakulasaban szerepet jatsz6 transz-aminaz inhibitorait az (1)-(9)
altalanos képletl vegyuletek kozil valasztjuk, a képletekben X jelen-
tése hidroxilcsoport vagy -OPO3;H; csoport.

Kilonbsen elényds az olyan (9) altalanos képletli vegyulet,
amelyben X jelentése hidroxilcsoport.
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Példaként ugyancsak megemlithetjik a 4-metil-tio-2-oxo-
-butansav metioninna t6rténd atalakulasaban szerepet jatszo transz-
aminaz inhibitorai kézll, vagyis azon faktorok kézil, amelyek a
metional vagy a malon-dialdehid intracellularis mennyiségét novelik,
az amidda alakitott aminosavak hidroxamatjait, példaul a D-aszpara-
gin hidroxamatjat, amelynek képlete CONHOHCH,CHNH,COOH,
vagy az L-glutamin hidroxamatjat, amelynek képlete
CONHOHCH,CH,CHNH,COOH.

Amikor az apoptézis kivaltasara térekszink, a talalmany sze-
rint elénydsen egy a kévetkezdk koziil valasztott vegytletet alkalma-
zunk: metiondl, malon-dialdehid, az olyan vegyiiletek, amelyek in
situ képesek metionalt vagy malon-dialdehidet felszabaditani, pél-
daul ilyenek a metional vagy a malon-dialdehid észterei és tioészte-
rei, vagy a metionalnak malon-dialdehiddé térténé atalakulasaban
szerepet jatsz6 enzim aktivatorai.

Azon elegyek kézil, amelyek kiléndsen elénydsek az apoptod-
zis kivaltasara, elsésorban a metional és egy vagy tobb transz-ami-
naz inhibitor keverékét emlitjik, amely transz-aminaz a 4-metil-tio-2-
-0x0-butansav metioninna térténd atalakulasaban szerepet jatszik.
Kilondsen eldnyds a (9) altalanos képletli vegyiilet.

Amikor az apoptézist vissza kivanjuk szoritani, a talalmany
szerint olyan enzimek inhibitorait alkalmazzuk, amely enzimek sze-
repet jatszanak a metional vagy a malon-dialdehid termelésében,
példaul a 2-oxo-butirat, és/vagy olyan enzimek aktivatorait, amelyek
szerepet jatszanak a metional eltavolitdsaban a fent emlitett -
hidroxilezé reakcid kivételével.

A taldlmany szerinti készitményt kiilénésen a kévetkezé keze-
lésekre hasznalhatjuk:
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1.) A differencialdédasra és a hiperburjanzasra vonatkoz¢ kera-
tinizalodasi rendellenességekkel kapcsolatos dermatologiai problé-
mak kezelésére, példaul a kozdnséges mitesszeres polimorf és ro-
zsaszer(i aknék kezelésére, a csomés-cisztas, gémb alaku aknék
kezelésére, az dregkori aknék, valamint a masodlagos aknék, pél-
daul a nap, valamely gyégyszer vagy szakmai artalom miatt képz6-
dott aknék kezelésére.

2.) Egyéb keratinizalédasi zavarok, példaul ichtiézis, ichtidzis-
szer(i allapotok, Darier-kér, tenyér- és talp-keratodermiak, leuko-
plazidk és leukoplazia-szer( allapotok, bér- vagy nyalkahartya- (szaj)
lichen kezelésére.

3.) Egyéb dermakolodgiai betegségek kezelésére, amelyek
gyulladasos és/vagy immunoallergias komponenset is tartalmazé
keratinizalédasi zavarokkal kapcsolatosak, példaul mindenféle
psoriasis, akar bér, akar nyalkahartya, akar kérém psoriasisrél van
sz0, s6t a psoriasisos reuma vagy a bératépia, példaul ekcéma vagy
légzésatdpia vagy inyhipertrofia kezelésére. |

4.) Mindenféle bér és epidermisz burjanzas - akar joéindulatu,
akar rosszindulatl - kezelésére, akar virusos eredetliek ezek, akar
nem, példaul a k6zénséges, szemdlcs, a lapos szemolcs és a sze-
molcsszerl epidermodiplazia, az oralis vagy élénkvérés papilloma-
tézis kezelésére, tovabba az olyan burjanzasok kezelésére, amelye-
ket ultraibolya sugarzas tud kivaltani, példaul a bazofil sejtes és to-
vissejtes epitélibma esetében.

5.) Egyéb dermatoldgiai rendellenességek, példaul hdlyagos
dermat6zisok vagy kollagénbetegségek kezelésére.

6.) Bizonyos szemészeti betegségek, példaul korneopatiak
kezelésére.
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7.) A boéréregedés javitasara vagy megelézésére, akar fény
okozta, akar az idé miatt bekdvetkez6 dregedésrél van sz, vagy az
aktinikus pigmentalédas és keratézis csokkentésére, vagy barmely
olyan betegség gyogyitasara, amely kronologiai vagy aktinikus ore-
gedéssel kapcsolatos.

8. Helyi vagy szisztemikus kortikoszteroidok altal kivaltott epi-
dermisz és/vagy dermisz atréfia vagy barmely mas bératrofia sebhe-
lyeinek megel6zésére vagy gyogyitasara.

9. A hegesedési zavarok megeld6zésére vagy kezelésere vagy
a terhességi csikok megel6zésére vagy gyogyitasara.

10. Faggyumiikddési zavarok elleni harcra, példaul akné
hiperseborrhea vagy egyszer( seborrhea kezelésére.

11.) Réakos vagy rak elétti dllapotok kezelésében vagy meg-
eldzésében.

12.) Gyulladasos betegségek, példaul arthritis kezeléseében.

13.) Barmely virusos eredet( bér vagy altalanos betegseég,
példaul hepatitis kezelésében.

14.) Alopécia megel6zésében vagy kezelésében.

15. Olyan dermatolégiai vagy altalanos megbetegedések ke-
zelésében, amelyek immunolégiai tényez6t is tartalmaznak.

16. Sziv-érrendszeri betegségek, példaul arteriosclerosis vagy
trombocitopénia kezelésében.

17. Neurodegenerativ betegség, példaul Alzheimer-kor keze-
Iésében.

Az emlitett gyogyaszati tertileteken a taldlmény szerinti készit-
mény elényésen egyéb hatdanyagot is tartalmazhat, példaul retinoi-
dot, szabad gyok ellenes szert, D-vitamin-szarmazékokat, kortikoszte-
roidokat vagy 6sztrogének, antioxidansokat, a-hidroxi- vagy a-keto-
savakat vagy ezek szarmazékait, vagy kaliumcsatorna blokkolokat.
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A talalmany targya tovabba a talalmany szerinti készitmény
alkalmazasa olyan kozmetikai vagy gydgyszerkészitményben vagy
ilyen készitmény elballitdsara, amely az apoptdzis modulalasara hat,
kézelebbrdl az elézbekben ismertetett preventiv és/vagy gyogyitd
kezelésekhez val6.

A retinoidok lehetnek természetes vagy szintetikus eredet(iek.
A retinoidok kézil példaként a 9-cisz-retinoinsavat és a mindenhol
transz-retinoinsavat emlitjik.

A D-vitaminok és szarmazékaik kézil példaként megemlithet-
juk a D, vagy D; vitamint, és kiléndsen az 1,25-dihidroxi-Ds vitamint.

A szabad gyok ellenes szerek kdzil példaként az a-tokoferolt,
a dizmutaz-szuperoxidot, az ubikvinolt és néhany fémkelatképzét
emlithetink.

Az a-hidroxi- vagy a-ketosavak és szarmazékaik kézil példa-
ként a ketoleucint, a ketoizoleucint, a ketovalint, a ketooxo-butiratot,
a 4-metil-tio-2-oxo-butansavat, a tejsavat, maleinsavat, citromsavat,
glikolsavat, mandulasavat, borkésavat, glicerinsavat, aszkorbinsa-
vat, valamint a szalicilsav-szarmazékokat és ezek séit, amidjait vagy
esztereit emlithetjiik.

A kaliumcsatorna blokkoldk kézil példaként a minoxidilt (2,4-
-diamino-6-piperidino-pirimidin-3-oxid) és szarmazékait emlithetjik.

A talalmany szerinti vegyulet adagolasa torténhet enteralis,
parenteralis, helyi vagy okularis Uton. Elénydsen a vegyiiletet olyan
formaban szereljik ki, amely alkalmas a szisztemikus Gton torténé
adagolasra (vagyis injekcioval vagy infaziéval).

Amikor enteralisan adagoljuk, a taldlmany szerinti készitmény
kozelebbrdl a gyogyszerkészitmény lehet tabletta, kapszula, szusz-
penzid, oldat, por, granulatum, emulzié, mikrogdmb vagy nanogémb,
vagy lipid-vezikula, vagy olyan polimer vezikula, amely a szabalyo-
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zott hatdanyagleadast biztositja. Parenteralis adagolas esetén a ké-
szitmény lehet oldat vagy szuszpenzi6 alaki, amely infuziora vagy
injekciéra alkalmas.

A talalmany szerinti gydgyszert kb. napi 0,001 mg/kg és 100
mg/kg testtémeg dozisban adagoljuk 1-3 alkalommal.

Helyi adagolas esetén a taldlmany szerinti készitmény foként
a bor és a nyalkahartya kezelésére vald, formaja lehet balzsam,
krém, tej, kendcs, por, atitatott tampon, oldat, gél, spray, lemosédszer
vagy szuszpenzié. Eléfordulhat ezen kivil mikrogdmb vagy nano-
gémb forméban, vagy lipid vagy polimer vezikula formajaban, vagy
polimer tapasz formaban, és hidrogél formaban, amely lehetdve teszi
a szabalyozott hatbanyagleadast. A helyileg adagolandé készitmény
eléfordulhat vizmentes vagy vizes formaban.

Szemen at adagolva a készitmény féként kollirium.

A helyileg vagy szemen &t adagolando gyogyszerkészitmény
tartaimaz metionalt, malon-dialdehidet, vagy barmely mas olyan
faktort, amely a metional vagy a malon-dialdehid intracellularis
mennyiségét befolyasolja, ennek koncentracidja eldnyésen 0,001 és
5 tdmeg% a készitmény &sszes tdémegére vonatkoztatva.

A talalmany szerinti készitmény felhasznalhat6 a kozmetikai
teriileten is, f6ként a test &s haj higiénidban, féleg az aknére hajla-
mos bér kezelésére, a haj névekedésének elbsegitésére, hajhullas
ellen, a nap karos hatasai elleni védelemre, és a fizioldgiailag szaraz
bér kezelésére, a fény altal kivaltott vagy a kronoldgiai éregedes
megel6zésére és/vagy kezelesére.

A talalmany targya végil eljaras a bér fény altal kivaltott vagy
az idé mulasa miatt bekdvetkezé éregedése megeldzésére és/vagy
lekiizdésére , amelyre jellemzd, hogy a bérre egy a fentiekben defi-
nialt apoptozist kivalté kozmetikai készitményt viszunk fel.
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A kozmetikaban a talalmany szerinti készitmény elénydsen
tartalmazhat retinoidokat, D-vitaminokat vagy szarmazékait, kortiko-
szteroidokat, szabad gyék ellenes szereket, a-hidroxi- vagy a-keto-
savakat és szarmazékaikat, vagy ioncsatorna blokkol6kat. Ezek a
talalmany szerinti készitményben felhasznalt kilénféle termekek
megegyeznek a fentebb mér definialtakkal.

A talalmany szerinti készitmény eléfordulhat példaul krém, tej,
lemosdszer, gél, mikrogdmb vagy nanogémb, vagy lipides vagy po-
limer vezikula, szappan vagy sampon formajaban.

A kozmetikai készitményben a metional, a malon-dialdehid és
az egyéb olyan faktor koncentracidja, amely a metional vagy a
malon-dialdehid intracellularis mennyiségét befolyasolja, elénydsen
0,0001 és 3 tdémeg% kozotti a készitmény 6sszes tdmegére vonat-
koztatva.

A talalmany szerinti gydgyszer- vagy kozmetikai készitmeény a
fentieken kiviil tartalmazhat inert adalékokat vagy olyanokat, ame-
lyek farmakodinamikai vagy kozmetikai szempontbdl hatékonyak,
vagy ilyen adalékok keverékét, féleg a koévetkezd adalékokat: ned-
vesitdszereket, depigmentald szereket, példaul hidrokinont, azelain-
savat, koffeinsavat, vagy kojiksavat, lagyitékat, hidratalészereket,
példaul glicerint, PEG 400-at, tiamorfolinont és szarmazékai vagy
karbamidot; seborrhea-ellenes vagy aknéellenes szereket, példaul
S-karboxi-metil-ciszteint, S-benzil-ciszteamint, ezek séit és szarma-
zékai, vagy benzoil-peroxidot; antibiotikumokat, példaul eritromicint,
és észtereit, neomicint, klindamicint és észtereit, tetraciklineket;
gombaellenes szereket, példaul ketokonazolt vagy 4,5-polimetilén-3-
-izotiazolinonokat; a hajnévekedést elésegitd szereket, példaul a
minoxidilt (2,4-diamino-6-piperidino-pirimidin-3-oxid) és szarmaze-
kait, vagy a diazoxidot (7-klor-3-metil-1,2,4-benzotiadiazin-1,1-di-
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oxid), vagy a fenitoint (5,4-difenil-imidazolidin-2,4-dion); nem sztero-
id gyulladasgatlo szereket, karotenoidokat, foként a R-karotint,
psoriasis ellenes szereket, példaul antralint és szarmazékait, végul

az eikoza-5,8,11,14-tetrainsavakat és az eikoza-5,6,11-triinsavakat,

ezek észtereit és amidjait.

A taldlmany szerinti készitmény tartalmazhat ezen kivdl illat-
javitd szereket, konzervaldszereket, példaul parahidroxi-benzoesav-
-észtereket, stabilizatorokat, nedvességszabalyozé szereket, pH-
szabalyoz6 szereket, 0zmozisnyomas-moédosité szereket, emulgea-
|6szereket, UV-A vagy UV-B szlir6ket, antioxidansokat, példaul a-
tokoferolt, butil-hidroxi-anizolt vagy butil-hidroxi-toluolt.

A talalmanyt a kdvetkezékben példakkal illusztraljuk, de nem
kivanjuk ezekre korlatozni.

1. példa
Metabolitok hatdsa HeLa sejtek névekedésére

Hela sejteket (0,5x10° Petri csészénként) 3 ml Eagle mini-
mum eszencialis kdzegben tenyésztiink, amely 10 témeg% dializalt
borjuembrio-szérumot tartalmaz. 4 é6ra elteltével mindharom Petri
csészéhez metionalt (10 umdl - 1 mmol), metionolt (10 pmal - 20
mmol), metil-tio-propionsavat (MTPA) (1 umél - 20 mmal), L-metio-
nint (1 pmal - 20 mmol) vagy 4-metil-tio-2-oxo-butansavat (MTOB)
(1 pmél - 20 mmol) adunk. A Petri csészéket 3 napig 37 °C-on inku-
baljuk, majd a sejteket kétszer mossuk pH = 7,5-re pufferolt s6oldat-
tal és foszfat oldattal (PBS kdzeg), majd ugyanolyan tipusu puffer-
ban kinyerjuk.

A sejtndvekedést gy hatarozzuk meg, hogy megmeérjik a fe-
hérjetartalmat (lasd a Lowry, O.H., Rosebrouh, N.J., Farr, A.L. és
Randall, R.J. (1951) J. Biol. Chem. 193, 265-275 irodalmi helyen is-



-16 - Ll i

mertetett modszert), vagy megmérjiik a DNS-tartalmat a lizatumban
biszbenzimid-trihidroklorid oldat alkalmazasaval (Hoechst 33258)
(l4sd Jarvis, W.D., Kolesnick R.N., Fornari F.A., Traylor R.S.,
Gewirtz D.A. és Grant S (1994) Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 91, 73-
77), vagy meghatarozzuk a tejsav-dehidrogenaz aktivitasat 3-(4,5-
-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolium-bromid (MTT) felhasznala-
saval (lasd Mosmann T. (1983) J. of Immunology. Methods 65, 55-
63).

Az eredményeket az 1. tablazatban adjuk meg. Az egyes érte-
kek 3 vagy 4 fehérjetartalom meghataroz6 vizsgalat atlagat jelentik.

1. tablazat
Termék ICs0 (MmMOI)
L-metionin >20
MTOB 1,6
metional 0,10
metionol >20
MTPA 10

Az ICs, az a termékkoncentracié, amely 50%-0s sejtnéveke-
dés-gatlas eléréséhez szlikséges.

Azok az eredmények, amelyekkel a DNS-tartalmat mertik
vagy a tejsav-dehidrogenaz aktivitasat hataroztuk meg, 6sszemérhe-
ték az 1. tablazatban feltlintetett eredményekkel.

A tablazatban a metional ICs értéke és termékeinek vagy pre-
kurzorainak ICso értéke kozotti kiuldnbség lathato.

2. példa
HelLa sejteket (0,5 x 10° Petri csészénként) tenyésztiink 3 ml
Eagle-féle eszencialis minimumkdzegben, amely metionin-mentes
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(Met) és 10 tdmeg% dializalt borjiembrid-szérumot tartaimaz. Négy
draval késdbb hozzaadunk 2-oxo-butiratot (10 mmol és 40 mmol ké-
z6tt) 2 mmél 4-metil-tio-2-oxo-butansav (MTOB) jelenléteben. A sej-
teket 3 napig 37 °C-on tartjuk, majd kétszer mossuk pH = 7,5-re puf-
ferolt és foszfattartalmu s6oldattal (PBS kézeg), majd ugyanolyan
pufferban kinyerjik. A sejtnovekedést ugyanigy mérjik, mint az el6-
z4 példaban.

A 2-oxo-butirat jol ismert szubsztratum dehidrogenaz-oxosav
komplex szamara, amely elagazé szénlancu (BCOADC) (Km 18
pumél). Az MTOB 6nmagéaban 2 mmél koncentracional 72 %-os nove-
kedésgatlast okoz. Az eredmények azt mutatjak, hogy a 2-oxo-buti-
rat képes ezt a névekedésgatlast megszintetni. A gatias 10 mmol 2-
oxo-butiratnal mar 2-3-szor kisebb. Igy azt tapasztaljuk, hogy a
BCOADC aktivitdsa az MTOB metionalla térténé atalakitasara egy
masik szubsztratum iranyaba eltolodik, ilyen példaul a 2-oxo-butirat,
és ez csOkkenti a névekedés gatlasat.

3. példa
Metional hatasa DNS fragmentaciéra BAF3 sejtekben

A felhasznalt sejtek BAF3 egér limfocita sejtvonalnak felelnek
meg, amelynek a névekedéshez interleukin 3-ra (IL3) van sziksége,
és amely IL3 hianyaban 16 6ran belll apoptézist szenved (a sejtek
tobb, mint 80%-aban) (lasd Collins M.K.L., Marvel J., Malde P. és
Lopez-Rivas A. (1992) J. Exp. Med. 176, 1043-1051).

3x10° sejt BAF3-at tenyésztiink 6 ml olyan tapkozegben,
amely IL3-at tartalmaz Petri csészében, kiilénb6z6é koncentracioju
(200-800 umol) metional vagy propanal jelenlétében, amely az alde-
hid dehidrogenaz szubsztratuma. 8 6raig tarté érintkezés utan a sej-
teket haromszor mossuk séoldattal, amelynek pH-jat pufferral 7,5-re
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allitjuk be és foszfatot tartalmaz (PBS kdzeg). A sejteket 2 mi 0,1 %-
os Triton X-100-ban, amely 20 mmoél EDTA-t (etilén-diamin-tetra-
ecetsav), 5 mmol Trisz puffert pH= 8-nal tartalmaz, majd 30000 g-vel
centrifugaljuk 4 °C-on 30 percig. A fellluszét dekantaljuk és analizal-
juk.

Osszehasonlitasul ugyanilyen tenyészetet végzuhk egyrészt
olyan kdzegben, amely kizarélag IL3-at tartalmaz (+IL3), masrészt
olyan kézegben, amely nem tartalmaz IL3-at (-IL3).

A kapott DNS fragmentek kvalitativ analizisét a Jarvis W.D.,
Kolesnick R.N., Fornari F.A., Traylor R.S. Gawirtz D.A. és Grant S.
(1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91, 73-77 irodalmi helyen ismerte-
tett eljaras szerint végezzik. A fellluszét ribonukleaz A-val kezeljik
(20 ug/ml), majd egy 6ran keresztil 37 °C-on tartjuk és K-proteinaz-
zal (100 pg/ml) kezeljik. A DNS-t fenolos extrakcidval tisztitjuk és
etanollal kicsapatjuk.

A végso extraktumban a kis molekulatémeg( DNS fragmente-
ket gél-elektroforézissel analizaljuk 1%-os agarézon. Az elektroforé-
zis utan (60 V, 3 6ra) a géleket etidin-bromiddal festjuk.

Az eredményekbdl vilagosan lathaté, hogy a metional kivaltot-
ta az apoptézist, a kapott gélen 180-200 alapparbdl all6 tdbbszords
DNS fragmentek lathatd, és ez jellemzd az apoptézis megindulasara.
A propanal esetében a gél nem mutatja ezt a jellemzdt.

Spektrofluorometriaval is végeztink analizist a kapott DNS
fragmentek mennyiségének meghatarozasara (<3 kilobazis). 2 ml
fellliszéhoz hozzaadunk 1 ml bisz-benzimid-trihidrokloridot
(Hoechst 33258), amely 1 pg/ml koncentraciéban 3 mmaol-os natri-
um-kloridban van, és hozzaadunk 1 mmol d4EDTA-t, 10 mmél Triszt
pH= 8-nal. A kapott oldatot fluorometriasan analizaljuk (gerjesztési A

= 365 nm, emisszidés A = 460 nm). A DNS mennyiségét a nagyon
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erésen tisztitott DNS-hez viszonyitva szamitjuk ki (0,1-1 ug 2 ml
lizald pufferban), amelyet a fentiek szerint kezellink és 10° g DNS-
ben fejezink ki és 3 x 10° sejtbé! nyeriink.

A kapott eredményeket a 2. tablazatban adjuk meg.

2. tablazat
Példa 107 g ADN/3x10° sejt
+IL3 63
+|L3 + metional 127
-IL3 150

Lathaté tehat, hogy a DNS fragmentek mennyiségének ndve-
kedése az IL3-mal és metionallal kezelt sejtekben hasonl6 azzal,
amit akkor kapunk, amikor a sejteket IL3 mentes kézegbe helyezzik.

4. példa

BCNU és a 4-metil-tio-2-oxo-butdnsav metioninna tértéené atala-
kulasaban szerepet jatsz6 transz-aminaz inhibitor hatasa reak-
ci6képes oxigéntartalmu anyagok (H202 és HO') képzbdésére

1,5x10° BAF3 sejthez (a fentiekben ismertetett sejtvonal),
amelyet 3 ml olyan tapkézegbe ojtottunk, amely IL3-at tartaimaz
(Dulbecco-féle moédositott Eagle kézeg, amely 6% borjuembrié-
szérumot és 5% IL3 forrasként hasznalt Wehi-3B sejttel kondicionalt
kézeget tartalmaz, amely kézeg a Collins és munkatarsai (1992) J.
Exp. Med. 176, 1043-1051 irodalmi helyrdl ismert, hozzaadunk 10
umol 2',7'-diklér-fluoreszcein-diacetatot, amelyet a tovabbiakban
DCFH-DA-nak neveziink, és a Molecular Probes Inc. cég terméke. A
sejteket egy 6ran keresztll 37 °C-on inkubéljuk, majd PBS pufferral
mossuk. Tiz perccel a diklér-fluoreszcein (DCF) fluoreszcencias ana-
lizise el6tt, amelyet aramlasos citometridval végzink, hozzaadunk 3
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BCNU jelenlétében és az A vegyilet 50 umolos jelenlétében vagy
anélkal (az A vegyiilet olyan (9) altalanos képletli vegyuletnek felel
meg, ahol X jelentése hidroxilcsoport) végezziik. Az eljarassal azt a
fluoreszcencia szazalékot kapjuk meg, amely a reakcioképes oxigén-
tartalma anyagok (H,O és HO®) és a DCFH-DA kéz6tti reakciéban
keletkezik. Az aramlasos citometriat FACScan aramlasos citométer
segitségével végezziik (gyarté: Becton Dickinson, San José, CA,

USA).
A kapott eredményeket a 3. tablazatban adjuk meg.
3. tablazat
BCNU koncentracié |A vegyllet koncent-| fluoreszcenia/1 0° |
pg/ml racié (umaol) sejt (%-ban

10 0 4
20 0 4
40 0 10
10 50 2,5
20 50 1,5
40 50 1,75

Az eredményekbdl Iathato, hogy az A vegyilet, amely lehetd-
vé teszi metional koncentracié névekedését, csékkenti a HO® néve-
kedést, mert né a BCNU koncentracié. Igy valészin(, hogy reakcié
megy végbe a metional és a jelenlévd HO® gyokdk kdzott, amelynek
soran malon-dialdehid keletkezik, ez pedig az apoptédzist valtja ki.
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5. péida

A BCNU és a 4-metil-tio-2-oxo-butansav metioninna térténé at-
alakulasaban szerepet jatsz6 transz-aminaz inhibitoranak hatasa
az apoptozisra

Feldarabolt DNS-szalakat jelziink biotinilizett dUTP-vel
(amelyet avidin-fluoreszceinnel detektalunk) in situ a permeabilissa
tett sejtekben, és ezeket fixaljuk a terminalis DNS dezoxi-nukleotidil
transzferaz teszt alkalmazasaval, amely a Gorczyca és munkatarsai,
(1993) Cancer Res. 53, 1945-1951) irodalmi helyrdl ismert.

1,5x10° BAF3 sejtet (amely a fenteikben ismertetett sejtvonal)
beojtunk 3 ml olyan tapkdzegben, amely IL3-at tartalmaz (Dulbecco-
féle médositott Eagle kdzeg), amely 6% borjiembridé-szérumot és 5%
olyan kdzeget tartalmaz, amelyet IL3 forrasként hasznalt Wehi-3D
sejtekkel kondicionaltunk. A sejteket 50 umél A vegyilet, 40 pg/ml
BCNU, az emlitett két termék keveréke (50 umol A vegyilet + 40
pg/ml BCNU) jelenlétében, illetve 6sszehasonlitasul az emlitett két
vegydulet nélkal inkubalunk. 24 6ras inkubalas utan a sejteket PBS
pufferral mossuk és formaldehiddel, majd etanollal fixaljuk, majd -20
°C-on 3 napig allni hagyjuk. Ezutan a sejteket 50 pl olyan oldatban,
amely 0,1 umdé! natrium-kakodilatot tartalmaz, pH-ja 7,5, tartalmaz
tovabba 1 mmol CoCl,-t, 0,1 mmadl ditiotreitet, 0,05 mg/ml BSA-t
(szarvasmarha szérumalbumin), 10 egység TdT-t (Boerhringer féle
borjutimusz), 0,5 nmél biotin-16dUTP-t (Boerhringer-féle borja-
timuszbdl), 0,5 nmél dATP-t, 0,5 nmol dCTP-t és 0,5 nmol dGTP-t,
szuszpendaljuk és egy 6ran keresztiil 37 °C-on inkubaljuk. PBS-sel
valé mosas utan a sejteket Ujra szuszpendaljuk 100 pmol négyszer
SSC pufferban (0,5 mél NaCl, 0,015 mél natrium-citrat), amely 2,5
Hg/ml avidin-fluoreszcein izotiocianatot (Sigma), 0,1 témeg/térfogat%
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RNAase A-t, 0,1 % Triton X 100-at és 5 tdmeg/térfogat% fo16z6tt te-
jet tartalmaz, és az elegyet 30 percig szobahdmérsékleten sététben
allni hagyjuk. A sejteket mossuk, majd 1 ml PDS-ben szuszpendal-
juk, amely 3 pg/ml propidinium-jodidot is tartalmaz. Az aramlasos
citometriat FACScan aramlasos citométerrel végezzik, amelynek
gyartéja Becton Dickinson, San José, CA, USA.

Az eredményeket a 4. tablazatban adjuk meg.

4. tablazat
Teszt Apoptoézisos sejtek %-ban
dsszehasonlitd 0,2
A vegylulet 0,3
BCNU 2,3
A vegyilet + BCNU 41,1

A megadott dézisban a vegyiletek 6nmagukban csak igen kis
meértékben valtanak ki apoptdzist, ezzel szemben keverékil erésen
apoptézis-kivaltd (szinergismus figyelheté meg). Az eredmény igazol-
ja a 3. tablazatban megadott eredményeket és az abbdl levont kévet-
keztetéseket.

6. példa

A leghatasosabb gydgyaszati kombinacié meghatarozasa
melanomasejtekkel beojtott egerek kezelésére

t=0. napon 10° B16 F1 patkany melanoma sejtet injektalunk
B6D2F1 egerekbe (amelyet az IFFA CREDO, FR cégtdl szerziink
be). A t=1. napon, majd ezt kévetden 15 napon keresztil naponta
egyszer kilénbdzb gyégyaszati kombinacidkat injektalunk az ege-
reknek. Ezeket a vegyiileteket a 3. tablazatban soroljuk fel. Ossze-
hasonlitasul olyan egereket hasznalunk, amelyeknek gyégyhatasu
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anyagot nem adunk. Az 5. tablazatban adjuk meg az eredmeényeket,
amelyek harom kezelt egérrel kapott eredmény atlaganak felelnek

meg.
5. tablazat
Gy6gyhatast anyag mg/kg Atlagos talélési idé napokban
6sszehasonlitd 20,5
BCNU (0,1 mg/kg) 24,5
A vegyilet (25 mg/kg) 21,9
metional (25 mg/kg) 27
BCNU + metional 26
A vegyulet + metional 27
BCNU + A vegyllet 40,5
BCNU + A vegytilet + metional 57

Amikor tobb vegytiletet adagolunk egyutt, minden vegytulet
dézisa azonos azzal, amelyet akkor adagolunk, amikor a vegyluletet
dnmagaban adjuk.

A talélési id6t a fentiekben definiadlt 0. napon kezdjlik szamoilni
és azon egerek atlaganak felel meg, amelyek nem éltek 60 napnal
tovabb.

A BCNU az N,N-bisz(2-klér-etil)-N-nitrozé-karbamidnak felel
meg. Az A vegyllet olyan (9) altalanos képletl vegydlet, ahol X je-
lentése hidroxilcsoport.

A tablazatbol lathatd, hogy a két utolsdé kombinacié kiléndsen
hatékony, mivel jelentésen megnéveli az egerek talélési idejét. A két
kombinacié kézul az utolsd, amelynél metionalt is alkalmazunk, se-
gitségével az egerek egyharmada 60 napnal tovabb is életben ma-
rad.



7. példa
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Az el6z6 példaban leirtak szerint jarunk el, valtoztatjuk a ke-

zelt egerek szamat és az alkalmazott vegytlletek kombinacidjat. A 6.
tablazatban adjuk meg az alkalmazott vegyiileteket és a kapott

eredmeényeket.

6. tablazat

Gyogyhatasu anyag

Kezelt egerek

Atlagos tuiélési

Tuléldk szazalé-

mg/kg szama id6 napokban | ka hosszu tavon
dsszehasonlité 6 23,7 0
BCNU 0,1 mg/kg 6 32,5 0
A vegyilet (25mg/kg)
+ 9 10 33,1 10
metional (50 mg/kg)
BCNU +
A vegylilet + 10 36 50
metional

A talélési id6t a 0. naptdl kezdjuk és olyan egerek atlaganak
felel meg, amelyek nem éltek tovabb, mint 60 napig. Az utolsdé kom-

binaciénal a dézisok ugyanazok, mint amikor a vegyileteket egyeddl

adagoljuk.

A hosszu tava tuléldk szazaléka azon egerek szazalékanak
felel meg, amelyek 60 napnal tovabb életben maradtak.
A tablazatbdél lathatd, hogy a két utols6 kombinacid, kilénd-

sen pedig a legutolsé nagyon hatékony.
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8. példa

Metional hatasa apoptézis kivaltasara BAF3-b0 és BAF3-bcl2
sejtekben

Az alkalmazott sejtek a fentiekben ismertetett BAF3 limfocita
sejtvonalnak feleinek meg. A BAF3-bcl2 sejtek olyan BAF3 sejtek-
nek felelnek meg, amelyek a bcl2 génnel at vannak fertbzve, a
BAF3-b0 sejtek pedig olyan BAF3 sejteknek felelnek meg, amelyek
nincsenek atfertézve bcl2 génnel. Amint korabban mar emlitettik, a
a BAF3-b0 sejtek (a sejtek tobb, mint 80 %-aban) IL3 hianyaban 16
6ran belll apoptézist szenvednek. Ezzel szemben a BAF3-bcl2 sej-
tek, amelyek tehat bcl2 génnel transzfektalva vannak, az apoptozis
jelét nem mutatjak IL3 nélkul. Ezért j6 kisérleti modellként szolgal-
hatnak a blokkolt apoptézis meghatarozasara a sejtekben, és az
saval.

A BAF3-b0 vagy BAF3-bcl2 sejteket jelezziik a Wriht S. és
munkatarsai (1992), J. of Cell. Biochem. 48, 344-355 irodalmi helyen
ismertetett eljaras egy valtozataval Ggy, hogy 2,5x10° sejtet ml-en-
ként 0,5 pCi [3H]-timidinnel inkubalunk 40 6ran kereszttil 37 °C-on.
A sejteket kétszer mossuk tapkdzeggel, majd 2,5x10° sejtet metional
jelenlétében tenyésztink. 8 6ras inkubalas utan ezeket a sejteket
400 g-vel 5 percig centrifugalva és haromszor PBS pufferral mosva
kinyerjak. A maradékbdl kinyert sejteket 2 ml 0,1 %-os Triton X100-
at, 20 mmoél EDTA-t, 5 mmol Triszt pH=8-nal tartalmaz6 oldatban el-
bontjuk, majd 30000 g-vel 4 °C-on 30 percig centrifugaljuk. A felll-
Uszokat kinyerjik és a maradékokat feloldjuk 0,3 ml 0,5 n natrium-
-hidroxidban. Egy ml-es alikvot mennyiségeket a tapkézegbdl, 0,3
mi-es mennyiségeket a felliliszobdl, és 0,1 ml-eseket a feloldott
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maradékbol a szcintillacios szamlaldéberendezésben meghatarozunk.
A DNS fragmentek szazalékat a kdvetkezé6 moédon szamitjuk ki.

tapkdzeg cpm + felliluszd dpm
tapkézeg dpm + fellilisz6 dpm+ feloldott maradék dom

% DNS fragment =

A kévetkezd eredményeket kapjuk: névekvé metional kon-
centracié hozzaadasaval (0, 50, 100, 200, 300, 400 pmdl) az inku-
bald kézeghez ndévekszik a DNS fragmentek szazaléka egy maxi-
mum eléréséig. Ez 400 umol metionalnal van, 26 %-kal, mig a metio-
nallal nem kezelt 6sszehasonlitd BAF3-b0 sejteknél ez csak 7%. Az
ekvivalens metional koncentraciokkal kezelt BAF3-bcl2 sejteknél a
DNS fragmentek 7 %-0s maximumot érnek el 400 umdl metionalnal,
mig az 6sszehasonlité mintanal 3%-ot.

Ezekbdl az eredményekbdl vilagosan lathatd, hogy a metional
hozzaadasaval nem lehet a BAF3-bcl2 sejtekben a bcl2 gén miatti
apoptézis gatlasat megszintetni.

Az IL3 hianya miatti apoptézis kivaltasa soran megfigyelhetd,
hogy a metional malon-dialdehiddé alakul R-hidroxilez reakcidval,
HO* segitségével. Meghataroztuk tehat a BAF3-b0 és BAF3-bcl2

sejtekben a H202 és a HO* mennyiségét.

9. példa

Reakcidképes oxigéntartalmi anyagok (H202 és HO®) mérése
aramlasos citometria eljarassal

Az alkalmazott sejtek fentiekben ismertetett BAF3 limfocita
sejtvonalnak felelnek meg. A BAF3-bcl2 sejtek bcl2 génnel transz-
fektalt BAF3 sejteknek felelnek meg, a BAF3-b0 sejtek bcl2 génnel
nem transzfektalt BAF3 sejteknek feleinek meg.
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1,5x10° sejt BAF3-b0 vagy BAF3-bcl2 sejtet 3 ml tapkdzegbe
ojtunk, amely IL3-at tartalmaz, és hozzaadunk 10 pmol diklor-fluo-
reszcein-diacetatot (DCFH-DA). Egy 6rat inkubaljuk 37 °C-on, majd
a sejteket PBS pufferral mossuk. 10 perccel az aramlasos citomet-
riaval végzett diklor-fluoreszcein (DCF) fluoreszcenciajanak mérése
elétt hozzaadunk 3 pg/ml propidinium-jodidot a 4. példaban leirtak
szerint. Az &ramlasos citometriat FACScan aramléasos citométer
segitségével végezziik (gyarto: Becton Dickinson, San José, CA,
USA).

A kapott eredményeket a 7. tdblazatban adjuk meg.

7. tablazat
Sejttipus Valasztott fluoreszcencia
egység atlaga
BAF3-b0 154 + 32
BAF3-bcl2 211 £ 52

A tablazatbél lathatd, hogy bar bizonyos tendencia van arra,
hogy a BAF3-bcl2 sejtekben t6bb reakcidoképes oxigéntartalmu
anyag legyen, mint a BAF3-b0-ban, a kilénbség nem szignifikans.

Lehetséges tehat, hogy a BAF3-bcl2 sejtek valamilyen hibaval
rendelkeznek a metional és/vagy a malon-dialdehid szintézisében.

10. példa

['“CIMTOB ['“C]-szarmazékaival jelzett termékek analizise
BAF3-b0 és BAF3-bcl2 sejtekben

A sejtek az el6z6 példaban alkalmazott sejtekkel azonosak.

A [**C]MTOB-t ['“C]-metionin oxidativ dezaminalasaval allitjuk
el6é az Ogier és munkatarsai, (1993), Biochem. Pharmacol. 45, 1631-
1644 irodalmi helyen ismertetett eljarassal. 5x10° dpm, vagyis 38,2
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nmo! [M*CIMTOB-t adunk 2,4x10° sejt/ml BAF3-b0 vagy BAF3-bci2
sejtszuszpenzidhoz DMEM-ben, amely 6% borjaembrid-szérumot és
5% IL3-at tartalmaz. 39 6raval késébb a sejteket kétszer mossuk
PBS-sel és 9x10° sejt/ml koncentracidban tjra szuszpendaljuk. 10°
sejthez hozzaadunk [U "C]JMTOB-t (1,9x10° DPM, amely 14,5 nmol-
nak felel meg), és 8 6raval késébb a sejteket 5 percig 400 g-vel
centrifugélva kinyerjik. A sejteket tartalmaz6 maradékot 1,5 ml 0,5 n
natrium-hidroxiddal 30 percig 30 °C-on oldatba visszik. A sejtekben
jelen lévd 6sszes radidaktivitast 10 mi-es alikvot mennyiségen mér-
juk. Ezutan a kapott ligos hidrolizadtumhoz perkl6rsavat adunk 0,5 n
végsé koncentraciéban, majd hozzaadunk 200 pmél 2,4-DNPH-t
(2,4-dinitro-fenil-hidrazin, a MERCK cég terméke). Az elegyet 30
percig 70 °C-on melegitjik, majd 400 g-vel 5 percig centrifugaljuk. A
csapadékot 1 ml 0,5 n natrium-hidroxidban feloldjuk és meghataroz-
zuk a radidaktivitasat és a fehérjetartaimat. A feliliszéhoz pH=
10-nél natrium-hidroxidot adagolunk. A jelzett metabolitokat etilén-
-acetattal extrahaljuk, a szerves fazist megszaritjuk, savanyitjuk és
diklér-metannal extrahaljuk. A szerves fazisban 1évé jelzett metaboli-
tokat elvalasztjuk és HP-TLC eljarassal (nagyteljesitmény( vékony-
rétegkromatografias eljaras) azénositjuk, majd a referenciavegyiile-
tek 2,4-DNPH-szarmazékaival 6sszevetjlik és pasztazasos radio-
kromatografias eljarassal meghatarozzuk a mennyiségiket. A kapott
eredményeket a 8. tablazatban adjuk meg.
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8. tablazat

BAF3-b0 BAF3-bcl2
radio (dpm/mg DNS) 1252 000 1111 000
sejtfehérje fajlagos aktivitasa 23 500 20 860
dpm/mg prot.
szabad metionin 36 820 51 440
(dpm/mg DNS)
2,4-DNPH metional 14 050 7 650
(dpm/mg DNS)
2,4-DNPH MDA (2,4-DNPH 800 0
pirazol) (dpm/mg DNS)

A radio a tablazatban a sejtekben jelenlévd 6sszes radidaktivi-
tast jelenti. DMA malon-dialdehidet jelent.

A tablazatbdl lathat6, hogy azonos mennyiségli DNS-re vonat-
koztatott 6sszes radidaktivitas hasonld 47 6ras inkubalas utan a két
sejttipusban. Ugyanez a helyzet a sejtfehérjékben 1évé metionin akti-
vitasaval. A szabad metioninnal a radioaktivitas 40 %-os névekedé-
sét figyelhetjik meg a BAF3-bcl2 sejtekben a BAF3-b0 sejtekhez vi-
szonyitva. A metionalban jelen lévd radioaktivitas 80 %-kal nagyobb
a BAF3-b0 sejtekben, mint a BAF3-bcl2 sejtekben. Ezzel tehat kimu-
tathaté, hogy a BAF3-bcl2 sejtekben az MTOB-béI térténd metional
képzddés csdkkenésével egyidejlileg egydtt jar a metionin képztdés
névekedése. Amikor megmérjik a jelzett MDA képz6dést, ez megfe-
lel 800 dpm/mg DNS-nek a BAF3-b0 sejtekben, mig az MDA esetére
semmilyen radioaktivitast nem talalunk a BAF3-bcl2 sejtek kivonata-
ban. A BAF3-bcl2 sejtekben tehat szintén csékken a metionalbdl az
MDA képzddés. A 8. példa vilagosan megmutatja, hogy ez a csdkke-
nés nem azért van, mert a BAF3-bcl2 sejtekben kevesebb a reakcié-
képes oxigéntartalmu a BAF3-b0 sejtekhez képest. Arra a kdvetkez-
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tetésre juthatunk tehat, hogy a bcl2 gén azon kivul, hogy csékkenti
az MTOB metionalla torténd atalakulasat, negativ médon hat a 3-
-hidroxilez6 reakcibra is, amellyel a metional malon-dialdehiddé ala-
kul. Tehat minden olyan termék, amely a metional vagy annak meta-
bolizmusabdl keletkezd termék a malon-dialdehid intracellularis
mennyiségét valtozatja, az apoptézis valtoztatasara alkalmas ter-
méknek tekintheté.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Egy vegyiilet, amely lehet a metional, a malon-dialdehid
vagy barmely olyan faktor, amely a metional vagy a malon-dialdehid
intracellularis mennyiségét befolyasolja, gyogyszerként torténd al-
kalmazasra.

2. Apoptdzist befolyasolé gyogyszer- vagy kozmetikai készit-
mény, azzal jellemezve, hogy hatéanyagként metionalt, malon-
dialdehidet vagy barmely olyan faktort tartalmaz, amely a metional
vagy a malon-dialdehid intracelluldris mennyiségét befolyasolni ke-
pes, tartalmaz tovabba gyogyszereszeti vagy kozmetikai szempont-
bél alkalmazhaté hordoz6éanyagot.

3. A 2. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve, hogy
a metionalt, a malon-dialdehidet vagy barmely olyan faktort, amely a
metional vagy a malon-dialdehid intracellularis mennyiségét befolya-
solja, keverékben alkalmazzuk.

4. A 2. vagy 3. igénypont szerinti készitmény, azzal jelle-
mezve, hogy a metional vagy a malon-dialdehid intracellularis
mennyiségét befolyasolo faktort a metional prekurzorai, termékei es
a metional metabolizmusaban szerepet jatszé enzimek inhibitorai és
aktivatorai k6zul valasztjuk.

5. A 4. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve, hogy
a metional vagy a malon-dialdehid prekurzorai és termékei a metio-
nal vagy a malon-dialdehid intracellularis metabolizmusanak prekur-
zorai vagy termékei, példaul 4-metil-tio-2-oxo-butansav, metionin,
metionol, metil-tio-propionsav, vagy metil-tio-propionil-CoA.

6. A 4. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve, hogy
a metional vagy a malon-dialdehid prekurzorai vagy termekei olyan
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termékek, amelyek in situ képesek metionalt vagy malon-dialdehidet
felszabaditani, vagy olyan faktort felszabaditani, amely a metional
vagy a malon-dialdehid intracellularis mennyiségét befolyasolja, pél-
daul a metional vagy malon-dialdehid észterei és tioészterei.

7. A 4. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve, hogy
a metional metabolizmusaban szerepet jatsz6 enzimek inhibitorait
vagy aktivatorait a kovetkezdk kozil valasztjuk: a 4-metil-tio-2-oxo-
butansavnak metionalon keresztil metil-tio-propionil-CoA-va toérténd
atalakulasaban szerepet jatszd elagazo lancd dehidrogenaz oxosav
komplex inhibitorai vagy aktivatorai, vagy a 4-metil-tio-2-oxo-butan-
sav metioninna torténé atalakulasaban szerepet jatszo transz-
aminaz inhibitorai vagy aktivatorai, vagy a metionalnak metionolla
torténd redukalasaban szerepet jatszé reduktaz aldehid inhibitorai
vagy aktivatorai, vagy a metionalnak metil-tio-propionsavva torténé
oxidalasaért felelds aldehid dehidrogenaz inhibitorai vagy aktivatorai,
vagy a R-hidroxilaz aktivatorai vagy inhibitorai.

8. A 2-7. igénypontok barmelyike szerinti apoptézist kivalto
készitmény, azzal jellemezve, hogy hatéanyagként olyan vegyuletet
tartalmaz, amely lehet metional, malon-dialdehid vagy vagy barmely
olyan faktor, amely a metional vagy a malon-dialdehid intracellularis
mennyiségét noveli, tartalmaz tovabba gyogyszerészetileg vagy koz-
metikai szempontbdl elfogadhaté vivéanyagot.

9. A 8. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve, hogy
a metional vagy a malon-dialdehid intracellularis mennyiségét néveld
faktorok a 4-metil-tio-2-oxo-butansav metioninna térténd atalakula-
saban szerepet jatsz6 transz-aminaz inhibitorait az (1)-(9) altalanos
képlet(i vegyuletek kozil valasztjuk, a képletekben X jelentése
hidroxilcsopodvagy -OPO3;H; csoport.
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10. A 9. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve,
hogy a 4-metil-tio-2-oxo-butansav metioninna torténd atalakulasa-
ban szerepet jatsz6 transz-aminaz inhibitora olyan (9) altalanos
képlet(i vegyiilet, ahol X jelentése hidroxilcsoport.

11. A 8. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve,
hogy a metional vagy a malon-dialdehid intracellularis mennyiségét
ndveld faktorok a 4-metil-tio-2-oxo-butansav metioninné térténé at-
alakulasaban szerepld transz-aminaz inhibitorai, és ezeket amidait
aminosavak hidroxamatjai kdzul valasztjuk.

12. A 8. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve,
hogy a metional, a malon-dialdehid a metional vagy a malon-dialde-
hid prekurzorai és termékei kozul valasztott vegylletet és ezen kivil
a metional eliminalédasat elésegité metabolikus reakciokban szerep-
16 enzimek inhibitorait vagy a B-hidroxilaz aktivatorait tartalmazza.

13. A 12. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve,
hogy a keverék megfelel a 4-metil-tio-2-oxo-butansavnak egy a 4-
-metil-tio-2-oxo-butansav metioninna térténd atalakulasaban szere-
pet jatszo transz-aminaz inhibitorral, ilyenek példaul a 9-11. igény-
pontok barmelyikében szerepld termékek.

14. A 8. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve,
hogy a keverék megfelel a metionalnal vagy egy a metional intra-
cellularis mennyiségét noveld faktornak és egy vagy tébb olyan ve-
gyiletnek, amely a HO® szabad gy6k mennyiségét noveli, ez a ve-
gyilet elényésen a BCNU.

15. A 14. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve,
hogy tartalmaz egy vagy tébb transz-aminaz inhibitort, amely a 4-
metil-tio-2-oxo-butansav metioninna térténd atalakulasaban szerepet
jatszik, példaul a 9-11. igénypontok barmelyike szerinti vegyuletet.
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- 16. A 2-7. igénypontok barmelyike szerinti készitmény, azzal

. jellemezve, hogy hatéanyagkeént valamely olyan faktort tartalmaz, '
amely a metional vagy a malon-dialdehid intracellularis mennyisegét
csokkenti, tartalmaz tovabba gyogyszerészetileg vagy kozmetikai
szempontbdl elfogadhat6 vivéanyagot.

17. A 16. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve,
hogy a metional intracellularis mennyiségét csdkkentd faktor vala-
mely elagazé szénlancu dehidrogenaz oxosav komplex inhibitor,
példaul a 2-oxo-butirat, a ketoleucin, a ketoizoleucin vagy ketovalin.

18. A 16. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve,
hogy tartalmaz a metional termelésben szerepet jatszé enzim inhibi-
tort és/vagy a metional eltavolitasédban szerepet jatszo enzim aktiva-
torat.

19. A 2-18. igénypontok barmelyike szerinti készitmény alkal-
mazésa kozmetikai készitményben vagy gyogyszerkészitmény els-
allitasara, amely készitmény az apoptdzis modulasara hasznalhaté. -

20. Eljaras a bér fény altal kivaltott vagy az id6 mulasa miatt
bekdvetkezd 6regedése megakadalyozasara e€s/vagy leklizdésére,
azzal jellemezve, hogy a bdrre egy a 2-15. igénypontok barmelyike
szerinti apoptézist kivalté kozmetikai készitményt viszlink fel.
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