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’fi'[Apf:(')ptoosia muuntava koostumus, joka siséltia tekijin, joka vaikuttaa metio-

naalin ja malonidialdehydin solunsisiiiseen tasoon — Apoptos modifierande
komposition innehédllande en faktor som paverkar den intracellulira halten av
metional och malondialdehyd

Keksint6 koskee yhdistetti, joka on valittu metionaalin, malonidialdehydin ja minka
tahansa tekijan joukosta, joka vaikuttaa metionaalin ja malonidialdehydin solunsisai-
seen tasoon, ja joka on tarkoitettu kéytettavaksi ladkkeena. Tamé ladke on erityisesti
tarkoitettu muuntamaan solujen ohjelmoitua kuolemistapahtumaa (apoptoosia).

Se koskee myos apoptoosia muuntavaa koostumusta. Lopuksi vield se koskee mene-
telmad thon valon tai i4n vaikutuksesta tapahtuvan vanhenemisen ehkéisemiseksi
ja/tai torjumiseksi.

Solukuolemassa on mukana kaksi mekanismityyppid. Ensimmaista klassista tyyppia
nimitetddn nekroosiksi. Morfologisesti nekroosille on tunnusomaista mitokondrioi-
den ja sytoplasman turpoaminen ja tuman muuttuminen, jota seuraa solun tuhoutu-
minen ja autolyysi, mihin liittyy tulehdusreaktio. Nekroosi on passiivinen ja satun-
nainen tapahtuma. Kudosnekroosi johtuu yleensi jostakin solujen fyysisestd vaurios-
ta tai esimerkiksi kemiallisesta myrkysti.

Toista solukuoleman muotoa nimitetdsin apoptoosiksi [Kerr, JF.R. ja Wyllie, A H.,
Br. J. Cancer, 265, 239 (1972)], mutta painvastoin kuin nekroosi, apoptoosi ei aiheu-
ta tulehdusta. Apoptoosia on kuvattu tapahtuvan erilaisissa fysiologisissa olosuhteis-
sa. Se on erittéin selektiivinen solun itsemurhan muoto, jolle ovat tunnusomaisia hel-
posti havaittavat morfologiset ja biokemialliset ilmi6t. Siind havaitaankin etenkin
kromatiinin kondensaatiota, johon liittyy tai ei liity endonukleaasiaktiivisuutta, apop-
toottisten kappaleiden muodostumista ja deoksiribonukleiinihapon (DNA) pilkkou-
tumista endonukleaasien aktivoimana 180 - 200 emésparin DNA-palasiksi (niti
palasia voidaan todeta agaroosigeelielektroforeesilla).

Apoptoosi voidaan katsoa golujen ohjeimoiduksi kuolemaksi, joka on mukana kudos-
ten kehittymisessd, erilaistumisessa ja homeostaasissa. Voidaan siis katsoa, etti solu-
Jen erilaistuminen, kasvu ja kypsyminen liittyy laheisesti apoptoosiin. Terveelld ih-
miselld kaikkien ndiden tapahtumien vélilla vallitseekin tasapaino.

Ladketieteen alalla erdissi patologisissa tilanteissa esiintyy muuttunutta, jopa tasa-
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painotonta apoptoosimekanismia tai apoptoosimekanismia, joka ei aiheuta epitasa-
painoa jossakin muussa biologisessa tapahtumassa tasapainon palauttamiseksi. On-
kin kuvattu, ettd muuntamalla tahallisesti apoptoosia indusoimalla sité tai estamalla
sita olisi mahdollista hoitaa monia sairauksia, erityisesti tauteja, joihin liittyy solujen
hyperproliferaatiota, kuten syopaa, autoimmuunitauteja tai allergioita, tai painvastoin
sairauksia, joihin liittyy solujen hdvidmistd, kuten ihmisen immuunikatoviruksen
(HIV) aiheuttamaa immuunivajavuusoireyhtymis, neurodegeneratiivisia sairauksia
(Alzheimerin tauti), sydaninfarktin aiheuttamia laaja-alaisia vaurioita ja aivo-
iskemian aiheuttamaa vauriota.

Onkologiassa onkin todettu varmasti, etti monet syopaldaakkeet, kuten esimerkiksi
adriamysiini ja syklofosfamidi, voivat aiheuttaa apoptoosia.

Kosmetiikan alalla thon vanhenemisen merkit ovat padasiassa tulosta thon tiarkeim-
pien biologisten mekanismien toimintahiiriistd, mikd nimenomaan saa apoptoosin
mekanismin kdynnistyméin. Voidaankin ajatella, ettd mika tahansa tuote, joka saa
muunnetuksi apoptoosin mekanismia, on tuote, joka sopii ehkdisemadn ja/tai torju-
maan vanhenemisen niakymistd ja olemassaolevia vanhenemisen merkkejd, kuten

ryppyjé ja hiusryppyja.

Solun eksogeenisten ja endogeenisten tuotteiden valista yhteytté ei kuitenkaan tunne-
ta eikd niiden solureaktiota, joka indusoi tai estdd apoptoosin.

Hakija on havainnut, etti apoptoosi voidaan indusoida lisdamalli erdan luonnollisen
aineenvaihduntatuotteen, metionaalin (3-metyylitiopropanaali) tai malonidialdehydin
tasoa solun sisdlla. Hakija on my6s todennut, ettd metionaalin muuttumista in vivo
malonidialdehydiksi voidaan hairita ilmentdmalla onkogeenejd, kuten bcly-geenii.
Tamén bel,-geenin on nimittdin kuvattu voivan estdéd apoptoosia, jonka aiheuttavat
reaktiiviset happea sisiltavat lajit solussa ja erityisesti hermosoluissa. (Kane. D.J. et
al., 1993, Science 262, 1274-1277).

Esilla oleva keksinto koskeekin yhdistetts, joka on valittu metionaalin, malonidialde-
hydin ja mink4 tahansa tekijan joukosta, joka vaikuttaa metionaalin tai malonidial-
dehydin solunsiséiseen tasoon, ja joka on tarkoitettu kaytettidviksi laakkeend. Tama
lddke on erityisesti tarkoitettu muuntamaan solujen ohjelmoitua kuolemaa.

Esilla olevan keksinnon kohteena on myds apoptoosia muuntava farmaseuttinen tai
kosmeettinen koostumus, jolle on tunnusomaista, ettd se kasittda vaikuttavana ainee-
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na yhdisteen, joka on valittu metionaalin, malonidialdehydin ja minka tahansa teki-
jan joukosta, joka vaikuttaa metionaalin tai malonidialdehydin solunsisdiseen tasoon,
yhdistettyna johonkin farmaseuttisesti tai kosmeettisesti hyvaksyttavaan kantajaan.

Metionaalia, malonidialdehydia ja mit4 tahansa tekijas, joka vaikuttaa metionaalin
tai malonidialdehydin solunsisaiseen tasoon, voidaan kayttaa esilla olevassa keksin-
ndssé yksindan tai mieluiten seoksena. Tuotteet valitaan tietysti tavoitellun tuloksen
mukaan, toisin sanoen joko apoptoosin aikaansaamiseksi tai apoptoosin estamiseksi.

Niinpd keksinnon erdén erityistoteutusmuodon mukaan koostumukselle, joka indusoi
apoptoosia, on tunnusomaista, etta se kisittda vaikuttavana aineena yhdisteen, joka
on valittu metionaalin, malonidialdehydin ja minka tahansa tekijan joukosta, joka
nostaa metionaalin tai malonidialdehydin solunsiséista tasoa, yhdistettyna johonkin
farmaseuttisesti tai kosmeettisesti hyvaksyttavaian kantajaan.

Ja keksinnon erédén toisen erityistoteutusmuodon mukaan apoptoosia estiville koos-
tumukselle on tunnusomaista, etta se késittdd vaikuttavana aineena minké tahansa
tekijan, joka laskee metionaalin tai malonidialdehydin solunsisdisti tasoa, yhdistetty-
nd johonkin farmaseuttisesti tai kosmeettisesti hyvaksyttavaan kantajaan.

Metionaalin metaboliasta tiedetaan, ettd haaraketjuinen oksohappo-dehydraasikom-
pleksi, jota on ldsnd maksan, sydamen ja poikkijuovaisen lihaskudoksen mitokond-
rioissa, vol metaboloida in vivo 4-metyylitio-2-oksovoihappoa, metionaalin kautta,
jolloin muodostuu metyylitiopropionyyliCoA:ta [vrt. Wu, G. & Yeaman, S.J. (1989)
Biochem. J. 257, 281-284; Haussinger, D., Stehle. T. & Gerok, W. (1985) I. Biol.
Chem. 366, 527-536; Jones, SM.A. & Yeaman, S.J. (1986) Biochem. J. 237, 621-
623]. On myos kuvattu, ettd 4-metyylitio-2-oksovoihappo voi metaboloitua in vivo
transaminoitumalla metioniiniksi [vrt. Ogier, G., Chantepie, J., Deshayes, C., Chan-
tegrel, B., Charlot, C., Doutheau, A. & Quash, G. (1993) Biochem. Pharmacol. 45,
1631-1644]. Metionaali saattaa myds pelkistya tai hapettua vastaavasti metionoliksi
jonkin aldehydireduktaasin tai metyylitiopropionihapoksi jonkin aldehydidehydraa-
sin vaikutuksesta. Metionaalin liittyessa HO -radikaaliin voi vield muodostua malo-
nidialdehydia ja metaanitiolia B-hydroksylaatioreaktion kautta. Niinpd metionaalin,
malonidialdehydin ja tekijoiden, jotka voivat vaikuttaa niiden solunsisdiseen tasoon,
paikantamiseksi paremmin kuvio 1 kuvaa metionaalin metaboliaa, rajoittamatta kui-
tenkaan keksinnén suoja-alaa.
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Tassa kuviossa 1:

- MTOB tarkoittaa 4-metyylitio-2-oksovoihappoa;

- MTPA tarkoittaa metyylitiopropionihappoa;

- E1 tarkoittaa haaraketjuisen oksohappo-dehydraasikompleksin, jonka kofaktori on
tiamiinipyrofosfaatti (TPP), dekarboksylaasia;

- E2 tarkoittaa haaraketjuisen oksohappo-dehydraasikompleksin, jonka kofaktori on
tioktaanihappo (TA), transasylaasia:

- ALDR tarkoittaa aldehydireduktaasia,

- ALDH tarkoittaa aldehydidehydraasia.

Tekijalla, joka vaikuttaa metionaalin tai malonidialdehydin solunsisdiseen tasoon,
tarkoitetaan keksinnon mukaan yhdisteita, jotka on valittu metionaalin tai malonidi-
aldehydin esiasteista ja tuotteista, ja metionaalin tai malonidialdehydin metaboliassa
mukana olevien entsyymien estéjista ja aktivaattoreista. Niinpa kuviossa 1 esitettya
metionaalin tai malonidialdehydin metaboliaa katseltaessa onkin helppo ymmartaa,
kuinka ndmaé yhdisteet, metionaali tai malonidialdehydi, solusysteemiin jouduttuaan
muuttavat metionaalin tai malonidialdehydin solunsiséistd tasoa, joko valiaikaisesti
tai pitkaaikaisesti.

Metionaalin tai malonidialdehydin esiasteet tai tuotteet voivat olla metionaalin so-
lunsisdisen metabolian esiasteita tai tuotteita, kuten 4-metyylitio-2-oksovoihappoa,
metioniinia, metionolia, metyylitiopropionihappoa ja metyylitiopropionyyliCoA ta.

Metionaalin tai malonidialdehydin esiasteet tai tuotteet voivat myos olla tuotteita,
jotka pystyvat in situ vapauttamaan metionaalia tai malonidialdehydia tai vapautta-
maan jotakin tekijaa, joka vaikuttaa metionaalin tai malonidialdehydin solunsisdiseen
tasoon, kuten metionaalin tai malonidialdehydin estereita tai tioestereitd, jotka va-
pauttavat in situ metionaalia tai malonidialdehydii, tai 4-metyylitio-2-hydroksivoi-
happoa, joka metaboloituu in situ 4-metyylitio-2-oksovoihapoksi. Farmasiassa néité
tuotteita nimitetddn yhteisesti “athioladkkeiksi” (prodrogues).

Kun apoptoosi halutaan indusoida, metionaalia, malonidialdehydid, metionaalin tai
malonidialdehydin esiasteita tai tuotteita kaytetdan edullisesti yhdessa entsyymien,
jotka ovat mukana muissa metionaalin eliminoitumista edistivissd metabolisissa re-
aktioissa, kuin edellda mainitussa B-hydroksylaatioreaktiossa (joka muuttaa metionaa-
lin malonidialdehydiksi), estdjien kanssa tai B-hydroksylaasin, joka on mukana me-
tionaalin muuttumisessa malonidialdehydiksi, aktivaattorien kanssa. Esimerkkeini
voidaankin mainita 4-metyylitio-2-oksovoihapon ja transaminaasin, joka on mukana
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4-metyylitio-2-oksovoihapon muuttumisessa metioniiniksi, jonkin estdjan, kuten alla
mainittujen estéjien, yhdistelma.

Voidaan myos ajatella metionaalin tai metionaalin solunsisiistd tasoa nostavan teki-
jan yhdistamista yhdisteisiin, jotka nostavat vapaan radikaalin HO tasoa. Mainitta-
koonkin BCNU [N,N-bis(2-kloorietyyli)-N-nitrosourea], silld se on eris glutationire-
duktaasin estdja, jolloin reaktiivisten happea sisaltivien yhdisteiden, kuten esimer-
kiksi HO-radikaalin, joka on eris malonidialdehydid synnyttivin B-hydroksylaatio-
reaktion substraatti, solunsisidinen taso saadaan nousemaan.

Tallainen yhdistdminen on erityisen mielenkiintoista patologisissa tapauksissa, joille
on luonteenomaista geenin bel2:n yli-ilmentyminen. Sellaisia tauteja ovat etenkin
rintasyovit, B-solulymfoomat, leukemiat, neuroblastoomat, eturauhasen adenokarsi-
noomat, prolaktinoomat ja muut aivolisikkeen adenoomat. Geenin bcl2 yhi-
ilmentyminen antaa soluille kemiallisten aineiden kestavyyden. Téllainen yhdistami-
nen saattaa siis estdd osaksi ja jopa kokonaan tdman kemiallisten aineiden kestavyy-
den.

Tahan yhdistelmain voidaan edullisesti lisatd ainakin yksi transaminaasin, joka on
mukana 4-metyylitio-2-oksovoihapon muuttumisessa metioniiniksi, estdjd, kuten jo-
kin tuonnempana kuvatuista ja erityisesti  kaavan (9) mukainen vyhdiste.

Metionaalin metaboliassa mukana olevien entsyymien estdjistd tai aktivaattoreista
mainittakoon etenkin haaraketjuisen oksohappo-dehydraasikompleksin, joka on mu-
kana 4-metyylitio-2-oksovoihapon muuttumisessa metyylitiopropionyyliCoA ksi me-
tionaalin kautta, estdjat tai aktivaattorit tai transaminaasin, joka on mukana 4-metyy-
litio-2-oksovoihapon muuttumisessa metioniiniksi, estdjat tai aktivaattorit tai alde-
hydireduktaasin, joka on vastuussa metionaalin pelkistimisestd metionoliksi, tai al-
dehydidehydraasin, joka on vastuussa metionaalin hapettamisesta metyylitiopro-
pionihapoksi, estdjat tai aktivaattorit tai viela B-hydroksylaasin, joka on metionaalin
muuttumisessa malonidialdehydiksi mukana oleva entsyymi, aktivaattorit tai estéjat.

Haaraketjuisen oksohappo-dehydraasikompleksin estdjani eli siis tekijdnd, joka vi-
hent4d metionaalin tai malonidialdehydin solunsisdista tasoa, voidaankin mainita 2-
oksobutyraatti, joka on erds timin kompleksin tunnettu substraatti [vrt. Jones,
SM.A. & Cederbaum, A.L. (1980) Arch. of Biochem. and Biophys., 199, 438-447],
seka ketoleusiini, ketoisoleusiini ja ketovaliini, jotka ovat muita timén kompleksin
substraatteja.
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Transaminaasin, joka on mukana 4-metyylitio-2-oksovoihapon muuttumisessa me-
tioniiniksi, estdjind ja siis tekijoind, jotka nostavat metionaalin tai malonidialdehydin
solunsisdista tasoa, voidaan myds mainita tuotteet, joita kuvataan viitteessd Ogier,
G., Chantepie, J., Deshayes, C., Chantegrel, B., Charlot, C., Doutheau, A. & Quash,

G. (1993) Biochem. Pharmacol. 45, 1631-1644.

Erityisesti transaminaasin, joka on mukana 4-metyylitio-2-oksovoihapon muuttumi-
sessa metioniiniksi, estdjat valitaan tuotteista, joilla on seuraavat kaavat (1) - (9):
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joissa kaavoissa X tarkoittaa radikaalia -OH tai radikaalia -OPO;H,.
Kaavan (9) mukainen yhdiste, kun X on radikaali -OH, on erityisen edullinen.

Transaminaasin, joka on mukana 4-metyylitio-2-oksovoihapon muuttumisessa me-
tioniiniksi, estdjind ja siis tekijoin4, jotka nostavat metionaalin tai malonidialdehydin
solunsisaista tasoa, voidaan mainita vield amidoaminohappojen hydroksamaatit, ku-
ten D-asparagiinin hydroksamaatti, jolla on kaava CONHOHCH,CHNH,COOH, ja
L-glutamiinin hydroksamaatti, jolla on kaava CONHOHCH,CH,CHNH,COOH.

Kun halutaan indusoida apoptoosia, keksinnén mukaan kiytetddn edullisesti jotakin
yhdistettd, joka on valittu metionaalin, malonidialdehydin, tuotteiden, jotka pystyvit
in situ vapauttamaan metionaalia tai malonidialdehydii, kuten metionaalin tai malo-
nidialdehydin esterit tai tioesterit, tai metionaalin malonidialdehydiksi muuttumises-
sa mukana olevan entsyymin aktivaattorien joukosta.

Erityisen mielenkiintoisista seoksista apoptoosin indusoimiseksi voidaan erityisesti
mainita metionaalin ja ainakin yhden transaminaasin. joka on mukana 4-metvylitio-
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2-oksovoihapon muuttumisessa metioniiniksi, estijan ja edullisesti kaavan (9) mu-
kaisen yhdisteen yhdistelma.

Kun apoptoosi halutaan estdi, keksinnon mukaan kaytetaan edullisesti metionaalin
tai malonidialdehydin tuotannossa mukana olevien entsyymien estdjid, kuten 2-okso-
butyraattia, ja/tai muussa kuin B-hydroksylaatioreaktion kautta tapahtuvassa metio-
naalin  eliminoitumisessa mukana  olevien entsyymien  aktivaattoreita.

Keksinnon mukainen koostumus on erityisesti tarkoitettu seuraaviin késittelyihin:

1) Dermatologisten vaivojen, jotka liittyvét johonkin keratinisaatiohdirioon, joka
vaikuttaa solujen erilaistumiseen ja epanormaalin voimakkaaseen proliferaatioon,
hoitamiseen, etenkin tavallisen aknen, komedoaknen, polymorfisen aknen, ruusu-
finnin, nodulokystisen aknen, acne conglobatan, vanhuuden aiheuttaman aknen, se-
kundaaristen aknetilojen, kuten aurinkoaknen, liddkeaknen tai tyoperdisen aknen,
hoitamiseen.

2) Muuntyyppisten keratinisaatiohdirididen, etenkin iktyoosien, iktyoosiformisten
tilojen, Darierin taudin, keratoderma palmoplantaren, leukoplasioiden ja leukoplasi-
an kaltaisten tilojen, ihon tai limakalvon (suun) jakalataudin hoitamiseen.
3) Muiden dermatologisten vaivojen, jotka liittyvat johonkin keratinisaatiohdirioon,
jossa on mukana tulehdus- ja/tai immunoallerginen komponentti, ja erityisesti kaik-
kien psoriaasin muotojen, olivatpa ne ihon, limakalvon tai kynsien psoriaasia, tai
my0s psoriaattisen nivelreuman tai atooppisen ihon, kuten ekseeman tai hengitystiea-
topian tai ienten liitkakasvun hoitamiseen.

4) Kaikenlaisten ihon tai epidermin hyperproliferaatioiden, olivatpa ne hyvéanlaa-
tuisia tai pahanlaatuisia, virusperdisid tai ei virusperaisid, kuten tavallisten syylien,
litteiden syylien ja syylamadisen orvaskeden muodostumishéirion, suun tai voimak-
kain oirein ilmenevien syyldtautien ja hyperproliferaatioiden, jotka voivat johtua ult-
raviolettisateilystd, varsinkin kun kysymyksessda on tyvisolusyopa tai okasolusyopé,
hoitamiseen.

5) Muiden dermatologisten hairididen, kuten suurirakkulaisten ihotautien ja kolla-
geenitautien hoitamiseen.

6)  Eraiden oftalmologisten hairididen, etenkin korneopatioiden, hoitamiseen.
7) Thon vanhenemisen korjaamiseen tai torjumiseen, olipa se sitten valoperaista tai
ikaan liittyvaa, ja auringonvaloon liittyvien pigmentaatioiden ja keratoosien vihen-
tamiseen tai kaikkien tautitilojen, jotka liittyvat idsta tai auringonvalosta johtuvaan
vanhenemiseen, korjaamiseen tai torjumiseen.

8) Paikallisten tai systeemisten kortikosteroidien aiheuttaman orvaskeden tai ihon
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atrofian tai minka tahansa muun ihoatrofian jittimien arpien estimiseen tai paran-
tamiseen.

9) Arpeutumishéirididen estamiseen tai hoitamiseen tai arpijuovien estdmiseen tai
korjaamiseen.

10) Talirauhasten toimintahdiriiden, kuten hyperseborrooisen aknen tai tavallisen
talikohnén torjumiseen.

11) Syopatilojen tai sydvin esiasteiden hoitamiseen tai ehkidisemiseen.

12) Tulehdustautien kuten artriitin hoitamiseen.

13) Kaikkien virusperisten ihon tasolla tai yleisesti esiintyvien tautien, kuten he-
patiitin hoitamiseen.

14) Kaljuuden ehkédisemiseen tai hoitamiseen.

15) Dermatologisten tai yleistautien, joissa on mukana immunologinen komponent-
t1, hoitamiseen.

16) Sydén-verisuonisysteemin sairauksien, kuten arterioskleroosin ja trombosyto-
penian, hoitamiseen.

17 Neurodegeneratiivisten tautien, kuten Alzheimerin taudin, hoitamiseen.

Edella mainituilla hoitoaloilla keksinnén mukainen koostumus voi edullisesti késittda
muita vaikuttavia aineita, kuten retinoideja, vapaiden radikaalien estdjia, D-vitamii-
nijohdoksia, kortikosteroideja tai estrogeeneja, antioksidantteja, o-hydroksi- tai o-
ketohappoja tai niiden johdoksia tai myos kaliumkanavien salpaajia.

Esilld oleva keksinto koskee vield keksinnon mukaisen koostumuksen kayttoda kos-
meettisessa tai farmaseuttisessa seoksessa tai sen valmistuksessa, joka seos on tarkoi-
tettu apoptoosin muuntamiseen ja joka on erityisesti tarkoitettu edelld kuvattuihin
ennaltaehkaiseviin tai parantaviin kasittelyihin.

Retinoidit voivat olla luonnon tai synteettisid retinoideja. Retinoideista voidaan
mainita 9-cis-retinoiinthappo tai tays-trans-retinoiinihappo.

D-vitamiineista tai niiden johdoksista voidaan mainita erityisesti D,- tai Ds-vitamii-
nin johdokset ja erityisesti 1,25-dihydroksivitamiini Ds.

Vapaiden radikaalien estdjista voidaan mainita etenkin a-tokoferoli, superoksididis-
mutaasi, ubikinoli tai eraiat metallikelatointiaineet.

o-hydroksi- tai a-ketohapoista ja niiden johdoksista voidaan mainita ketoleusiini,
ketoisoleusiini, ketovaliini, 2-oksobutyraatti, 4-metyylitio-2-oksovoihappo, maito-



10

15

20

25

30

35

10

happo, omenahappo, sitruunahappo, glykolihappo, mantelihappo, viinihappo, glyse-
riinithappo, askorbiinihappo tai salisyylihappojohdokset tai niiden suolat, amidit tai
esterit.

Kaliumkanavien salpaajista voidaan mainita etenkin minoksidiili (2,4-diamino-6-
piperidinopyrimidiini-3-oksidi) ja sen johdokset.

Keksinnén mukainen koostumus voidaan antaa enteraalisesti, parenteraalisesti, ul-
konaisesti tai silmadén. Koostumus pakataan edullisesti muotoon, joka soveltuu sen
kayttamiseen systeemisesti (ruiskeena tai perfuusiona).

Enteraalista antoa varten koostumus, erityisesti farmaseuttinen koostumus, voi olla
tabletteina, gelatiinikapseleina, sokeripaélysteisinad tabletteina, siirappeina, suspen-
sioina, liuoksina, jauheina, rakeina, emulsioina, mikropallosina tai nanopallosina tai
lipidi- ta1 polymeerirakkuloina, jotka mahdollistavat sdadellyn vapautumisen. Paren-
teraalista antoa varten koostumus voi olla perfuusiona tai injektiona annettavina liu-
oksina tai suspensioina.

Keksinnon mukaista ladkettd annetaan yleensd noin 0,001 mg:n - 100 mg:n vuoro-
kausiannoksena painokiloa kohti jaettuna 1 - 3 kertaan vuorokaudessa.

Ulkonaisesti kaytettavaksi keksinnon mukainen koostumus on erityisesti tarkoitettu
thon ja limakalvojen hoitoon ja se voi olla voiteina, emulsiovoiteina, emulsioina, sal-
voina, puutereina, kostutettuina vanutuppoina, liuoksina, geeleind suihkeina, lotio-
neina tai suspensioina. Se voi olla myos mikropallosina tai nanopallosina tai lipidi-
tai polymeerirakkuloina tai polymeerilaastareina ja hydrogeeleind, jotka mahdollista-
vat sdddellyn vapautumisen. Tamé paikallisesti kaytettava koostumus voi olla vedet-
tOmdssa tal vesipitoisessa muodossa.

Silméaén pantaviksi tarkoitettuna ne ovat pasasiassa silmétippoina.

Paikallisesti tai silméén tiputettava farmaseuttinen koostumus sisiltdd metionaalia,
malonidialdehydia tai mita tahansa tekijad, joka vaikuttaa metionaalin tai malonidi-
aldehydin solunsisédiseen tasoon, edullisesti pitoisuutena 0,001 - 5 % koostumuksen
kokonaispainosta.

Keksinnon mukaista koostumusta voidaan kéyttad myos kosmetiikassa, erityisesti
kehon ja hiusten hygieniaan ja etenkin akneen taipuvaisen ihon hoitoon, hiusten
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kasvun edistimiseen, hiustenldhdon ehkiaisemiseen, auringon haitallisilta vaikutuk-
silta suojaamiseen tai fysiologisesti kuivan ihon hoitoon, valosta tai 14std johtuvan
vanhenemisen ehkédisemiseen ja/tai torjumiseen.

Esilld olevan keksinnén kohteena on vield menetelma ithon valon tai idn atheuttaman
vanhenemisen ehkaisemiseksi ja/tai torjumiseksi, jolle menetelmélle on tunnusomais-
ta, ettd iholle levitetdan edelld kuvatulla tavalla apoptoosia indusoivaa kosmeettista
koostumusta.

Kosmetiikassa keksinnon mukainen koostumus voi edullisesti sisdltda retinoideja, D-
vitamiineja tai niiden johdoksia, kortikosteroideja, vapaiden radikaalien estdjind, a-
hydroksi- tai a-ketohappoja tai niiden johdoksia tai vield ionikanavien salpaajia.
Kaikki nama4 esilla olevan keksinnon mukaisissa koostumuksissa kéytetyt eri tuotteet
ovat edella kuvattujen kaltaisia.

Keksinnon mukainen kosmeettinen koostumus voi olla etenkin emulsiovoiteen,
emulsion, lotionin, geelin, mikropallosten tai nanopallosten tai lipidi- tai polymeeri-
rakkuloiden, saippuan tai hiustenpesuaineen muodossa.

Metionaalin, malonidialdehydin tai mink4 tahansa tekijéan, joka vaikuttaa metionaalin
tai malonidialdehydin solunsisdiseen tasoon, pitoisuus kosmeettisessa koostumukses-
sa on edullisest1 0,0001 - 3 % koostumuksen painosta.

Keksinnon mukainen farmaseuttinen tai kosmeettinen koostumus voi lisdksi sisaltaa
inerttejd apuaineita tai viela farmakodynaamisesti tai kosmeettisesti aktiivisia apuai-
neita tai ndiden apuaineiden yhdistelmia ja etenkin: kostutusaineita, depigmentoivia
aineita, kuten hydrokinonia, atselaiinihappoa, kofeiinihappoa tai kojihappoa; peh-
mennysaineita; hydratoivia aineita, kuten glyserolia, PEG 400:a, tiamorfolinonia ja
sen johdoksia ta ureaa; talineritysté tai finneja ehkéisevia aineita, kuten S-karboksi-
metyylikysteiinid, S-bentsyylikysteamiinia, niiden suoloja ja johdoksia, tai bentsoyy-
liperoksidia; antibiootteja, kuten erytromysiinid ja sen estereitd, ncomysiinid, klin-
damysimid ja sen estereitd, tetrasykliinejd; sienid tuhoavia aineita, kuten ketokonat-
solia tai 4,5-polymetyleeni-3-isotiatsolinoneja; hiusten kasvua edistivid aineita, ku-
ten minoksidiilia (2,4-diamino-6-piperidinopyrimidiini-3-oksidia) ja sen johdoksia.
diatsoksidia (7-kloori-3-metyyli-1,2.4-bentsotiadiatsiini-1,1-dioksidia) ja fenytoiinia
(5.,4-difenyyli-imidatsolidiini-2,4-dionia); tulehdusta ehkiisevid ei-steroidiaineita;
karotenoideja ja etenkin beetakatoteenia; psoriaasinvastaisia aineita, kuten antralii-
nia ja sen johdoksia ja lopuksi vield eikosa-5,8,11,14-tetraiinihappoa ja eikosa-
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5.,8,11-tryiinthappoa, niiden estereita ja amideja.

Keksinnon mukainen koostumus voi sisaltad myos hajunparannusaineita, sailytysai-
neita, kuten parahydroksibentsoehapon estereitd, stabilaattoreita, kosteudenséiétoai-
neita, pH:n séételyaineita, osmoottista painetta muuttavia aineita, emulgaattoreita,
UV-A- ja UV-B-suodattimia, antioksidantteja, kuten a-tokoferolia, butyylihydrok-
sianisolia tai butyylihydroksitolueenia.

Seuraavassa esitetdadn esimerkkejd keksinnon valaisemiseksi ja mitenkédan keksint6a
rajoittamatta.

Esimerkit

Esimerkki 1
Metaboliittien vaikutus Hel.a-solujen kasvuun

HeLa-soluja (0,5 x 10° petrimaljaa kohti) viljellasn 3 ml:ssa Eaglen essentiaalisessa
minimielatusliuoksessa, joka siséltdaa 10 paino-% dialysoitua vasikansikionseerumia.
Kuhunkin kolmeen maljaan lisitdan 4 tunnin kuluttua metionaalia (10 uM - 1 mM),
metionolia (10 uM - 20 mM), metyylitiopropionihappoa (MTPA) (1 uM - 20 mM),
L-metioniinia (1 pM - 20 mM) tai 4-metyylitio-2-oksovoihappoa (MTOB) (1uM -
20 mM). Kolmen vuorokauden 37°C:ssa pitamisen jalkeen solut huuhdotaan kahteen
kertaan fosfaattipuskuroidussa keittosuolaliuoksessa (PBS-liuos), pH 7,5, ja otetaan
talteen samantyyppisessa puskurissa.

Solujen kasvu arvioidaan mittaamalla proteiinipitoisuus [vrt. menetelmi, joka on
kuvattu viitteessa Lowry, O.H., Rosebrouh, N.J., Farr, A L. & Randall, R.J. (1951),
J. Biol. Chem. 193, 265-275] tai lysaattien DNA-pitoisuus kayttaméalla bisbentsimi-
ditrihydrokloridilivosta (Hoechst 33258) [vrt. Jarvis, W.D., Kolesnick, R N., Fornari,
F.A., Traylor, R.S., Gewirtz, D.A. & Grant, S. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci., U.S.A.
91, 73-77]. tai maarittamallad laktaattidehydraasin aktiivisuus kayttamalld 3-(4-dime-
tyylitiatsol-2-yyli)-2,5-difenyylitetratsoliumia (MTT) [vrt. Mosmann, T. (1983) J. of
Immunology, Methods 65, 55-63].

Tulokset on koottu taulukkoon 1. Jokainen ilmoitettu arvo on 3 tai 4 kokeen keskiar-
vo proteiinipitoisuudella arvioituna.
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Taulukko 1
Tuote IC50 (mM)
L-metioniimi >20
MTOB 1,6
metionaali 0,10
metionoli >20
MTPA 10

IC50 tarkoittaa tuotepitoisuutta, joka tarvitaan estimddn 50 % solujen kasvusta.

Tulokset, jotka saatiin mittaamalla DNA-pitoisuus tai madrittamalla laktaattidehyd-
raasin aktiivisuus, ovat vertailukelpoisia tdssd taulukossa saatujen kanssa.

Tama taulukko osoittaa metionaalin IC50:n ja sen tuotteiden tai esiasteiden IC50:n
eron.

Esimerkki 2

HeLa-soluja (0,5 x 10%/petrimalja) kasvatetaan Eaglen essentiaalisessa minimielatus-
liuoksessa ilman metioniinia (Met'), joka sisdltda 10 paino-% dialysoitua vasikansi-
kionseerumia. 4 tunnin kuluttua lisiataan 2-oksobutyraattia (10 mM - 40 mM) siten,
ettd lasnd on 2 mM 4-metyylitio-2-oksovoihappoa (MTOB). Kolmen vuorokauden
37°C:ssa pitamisen jalkeen solut huuhdotaan kaksi kertaa fosfaattipuskuroidussa
keittosuolaliuoksessa, pH 7,5, (PBS) ja otetaan talteen samantyyppisessd puskurissa.
Solujen kasvu mitataan samalla tavalla kuin edellisessd esimerkissa.

2-oksobutyraatti on hyvin tunnettu haaraketjuisen oksohappo-dehydraasikompleksin
(BCOADC) (Km 18 uM) substraatti. MTOB yksinddan 2 mM:n méairdnd aikaansaa
kasvun estamisen 72-prosenttisesti. Tulokset osoittavat, ettd 2-oksobutyraatti pystyy
estimédn tata kasvun inhibitiota. Inhibitio vihenee 10 mM:sta 2-oksobutyraattia lih-
tien 2 - 3 kertaisesti. Niinpd todetaankin, etti BCOADC:n aktiivisuus MTOB:n
muuttamisessa metionaaliksi siirtyy eri substraatin, kuten 2-oksobutyraatin, suun-
taan alentaen siten kasvunestoa.
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Esimerkki 3

Metionaalin vaikutus DNA-fragmentoitumiseen BAF3-soluissa

Kaytetyt solut vastaavat hiiren lymfosyyttista solulinjaa BAF3, joka vaatii interleu-
kiini 3:a (IL3) kasvaakseen ja joissa tapahtuu apoptoosia (yli 80 % soluista) IL3:n
puuttuessa 16 tunnissa [vrt. Collins, M.K.L., Marvel, J., Malde, P. & Lopez-Rivas,
A. (1992) J. Exp. Med. 176, 1043-1051].

3 x 106 BAF3-soluja viljellaan 6 mi:ssa kasvatusliuosta, joka sisaltaa 11.3:a, petrimal-
joissa erilaisten metionaalin tai propanaalin, joka on eras aldehydidehydraasin
substraatti, konsentraatioiden (200 - 800 uM) lasnéollessa. 8 tunnin kontaktiajan
jalkeen solut huuhdotaan kolme kertaa fosfaattipuskuroidussa keittosuolaliuoksessa
(PBS), pH 7.5. Solut lysoidaan 2 mil:ssa liuosta, jossa on 0,1 % Triton X-100, 20 mM
EDTA (etyleenidiamiinitetraetikkahappo), S mM Tris pH 8, ja sentrifugoidaan sitten
30 000 g:n voimalla 4°C:ssa 30 minuuttia. Supernatantit dekantoidaan ja analysoi-
daan seuraavasti.

Verrokiksi samat viljelyt toteutetaan kasvatusliuoksessa, jossa on joko yksinomaan
IL3:a (+IL3) tai jossa el ole IL3:a (-IL3).

Saatujen DNA-palasten kvalitatiivinen analyysi suoritetaan menetelmaélld, jota on
kuvattu etenkin viitejulkaisussa Jarvis, W.D., Kolesnick, R.N., Fornari, F.A., Tray-
lor, R.S., Gawirtz, D.A. & Grant, S. (1994) Proc. Natl. Acad. Sct. USA 91, 73-77.
Supernatantteja kasitellaan ribonukleaas: A:lla (20 pg/ml) 1 tunti 37°C:ssa ja protei-
naasi K:lla (100 pg/ml). DNA puhdistetaan fenoliuutolla ja saostetaan etanolilla.

Lopullisessa uutteessa DNA-palaset, joilla on pieni molekyylipaino, analysoidaan
elektroforeesilla 1-prosenttisella agaroosigeelilla. Elektroforeesin jalkeen (60 V,
3 tuntia) geelit varjataan etidiumbromidilla.

Tulokset osoittavat selvisti, ettd apoptoosi on indusoitunut metionaalilla, saadussa
geelissd nakyy monien 180 - 200 emasparin DNA-palasten tikapuurakenne, joka on
tyypillinen apoptoosin indusoitumiselle. Kun kysymyksessd on propanaali, geelissi ei
nay tiatd ominaisuutta.

Suoritetaan spektrofluorometrinen analyysi saatujen DNA-palasten (< 3 kiloemaisti)
madran mittaamiseksi. 2 ml:aan superatanttia lisatdan 1 ml bisbentsamiditrihyd-
rokloridiliuosta (Hoechst 33258) (1 ug/ml) 3 mM:ssa natriumkloridia, 1 mM:ssa
EDTA:a, 10 mM:ssa Trisia, pH 8. Saadut liuokset analysoidaan fluorometrialla
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(eksitaatio-A = 365 nm, emissio-A = 460 nm) DNA-madrit lasketaan suhteessa erit-
tdin puhtaaseen DNA:han (0,1 - 1 pg 2 mi:ssa lysointipuskuria), joka on késitelty
edella kuvatulla tavalla, ja ilmoitetaan 10” gina DNA:ta, joka on otettu talteen 3 x
10 solusta.

Saadaan seuraavaan taulukkoon 2 kootut tulokset.

Taulukko 2
Esimerkit 10° g DNA:ta/3 x 10° solua
+IL3 63
+IL3 + metionaali 127
-3 150

DNA-palasten lukuméadran kasvu soluissa, jotka on késitelty [1.3:1la ja metionaalilla,

on samanlainen kuin miké todettiin, kun solut pantiin elatusnesteeseen, jossa ei ollut
IL3:a.

Esimerkki 4
BCNU:n ja transaminaasin, joka on mukana 4-metyylitio-2-oksovoihapon muuttu-

misessa metioniiniksi, estdjan vaikutus reaktiivisten happea sisaltavien lajien (H,0,

1a HO' tuotantoon

1,5 x 10° BAF3-solua (edella kuvattu solulinja), joka on siirrostettu 3 ml:aan viljely-
nestettd, joka siséitaa I1.3:a [Dulbeccon muuntama Eaglen viliaine, joka sisiltdd 6 %
vasikansikionseerumia ja 5 % elatusnestettd, jota on kaytetty Wehi-3B-soluihin ja
Jota kaytetdaan IL3:n lahteend, elatusneste, jota ovat kuvanneet Collins ef al. (1992) J.
Exp. Med. 176, 1043-1051], kasitellaan 10 uM:lla 2" 7'-dikloorifluoreseiinidiasetaat-
tia (jota nimitetaan tastedes DCFH-DA ksi ja joka saatiin Molecular Probes Inc.:1t4).
Yhden tunnin 37°C:ssa inkuboinnin jilkeen solut huuhdotaan PBS-puskurilla.
10 minuuttia ennen analysointia dikloorifluoreseiinin (DCF) fluoresenssilla virtaus-
sytometrialla lisatdan propidiumjodidia 3 pg/ml. Inkubointi suoritetaan erilaisten
BCNU-konsentraatioiden lasnéollessa ja siten ettd ldsna joko on yhdistettd A 50 uM
tai e1 ole [mika vastaa kaavan (9) mukaista yhdistettd, kun X on -OH-radikaali]. Talla
menetelmalld voidaan maéérittad fluoresenssiprosentti, joka saadaan reaktiivisten
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happea sisaltavien lajien (H,O, ja HO') reagoidessa DCFH-DA:n kanssa. Virtaussy-
tometria toteutetaan FACScan-virtaussytometrilla (Becton Dickinson, San Jose, CA,
USA).

Tulokset on koottu seuraavaan taulukkoon 3.

Taulukko 3
BCNU-konsentraatio | Yhdiste A:n konsentraatio| Fluoresenssi/10° solua
(ng/ml) (uM)
10 0 4
20 0 4
40 0 10
10 50 2,5
20 50 1,5
10 50 1,75

Tulokset siis osoittavat, ettd yhdiste A, jolla metionaalin taso saadaan nousemaan,
estdd HO':n lisdantymisen, mikd johtuu BCNU:n konsentraation kasvusta. On siis
todennikoistd, ettd metionaali reagoi ldsndolevien HO-radikaalien kanssa, jolloin
syntyy malonidialdehydi4, joka kdynnistia talléin apoptoosin.

Esimerkki §
BCNU:n ja transaminaasin, joka on mukana 4-metyvlitio-2-oksovothapon muuttu-

misessa metioniiniksi, estdjin vaikutus apoptoosiin

DNA-siikeiden pétkét leimataan biotinyyli-dUTP:11a (osoitetaan avidiinifluoreseiinil-
la) in situ lapaiseviksi tehdyissa ja kiinnitetyissd soluissa kéyttden terminaalista
deoksinukleotidinyyli-DNA-transferaasikoetta (TdT), kuten ovat kuvanneet Gor-
czyca et al. (1993) Cancer Res. 53, 1945-1951.

1,5 x 10° BAF3-solua (edella kuvattu solulinja) siirrostetaan 3 ml:aan elatusnestetts,
joka sisaltad 11.3:a (Dulbeccon muuntama Eaglen véliaine, joka sisiitdd 6 % vasi-




LR

10

15

20

25

17

kansikionseerumia ja 5 % elatusnestettd, jota on kéytetty Wehi-3B-soluihin ja jota
kaytetaan IL.3:n lahteend). Soluja inkuboidaan siten, ettd lasnd on 50 uM yhdistetta
A 40 pg BCNU:ta/ml, niiden kahden tuotteen seosta (50 uM yhdistetta A + 40 pg
BCNU:ta/ml) tai ilman niiti kahta tuotetta (verrokki). 24 tunnin inkuboinnin jalkeen
solut huuhdotaan PBS-puskurissa ja kiinnitetaan formaldehydissa, sitten etanolissa ja
annetaan olla -20°C:ssa 3 vuorokautta. Sitten solut lietetddn uudelleen 50 pl:aan liu-
osta, joka sisiltda 0,1 pM natriumkakodylaattia, pH 7.5, 1 mM CoCl,, 0,1 mM ditio-
treitolia, 0,05 mg/ml BSA:ta (naudan seerumialbumiinia), 10 yksikkoa TdT:ta
(vasikan kateenkorvaa Boehringeriltd), 0,5 nmol biotiini-16dUTP:td (vasikan ka-
teenkorvaa Boehringeriltd), 0,5 nmol dATP:ta, 0,5 nmol dCTP:td ja 0,5 nmol
dGTP:ta 1 tunniksi 37°C:ssa. PBS:1la huuhtelun jalkeen solut lietetddan uudelleen
100 pl:aan puskuria 4xSSC (0,15 M NaCl, 0,015 M natriumsitraattia), joka sisaltaa
2.5 ug/ml avidiinifluoreseiini-isotiosyanaattia (Sigma), 0,1 % (paino/tilavuus)
RNAasi A:ta, 0,1 % Triton X 100:a ja 5 % (paino/tilavuus) kuorittua maitoa, 30 mi-
nuutiksi huoneenlampotilassa pimeédssd. Nama solut huuhdotaan ja lietetdadn sitten
1 ml:aan PBS:44, joka sisdltdd propidiumjodidia 3 pg/ml. Virtaussytometria suorite-
taan FACScan-virtaussytometrilla (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA).

Tulokset on koottu seuraavaan taulukkoon 4.

Taulukko 4
Koe % soluista apoptoottisia
Verrokki 0,2
Yhdiste A 0,3
BCNU 2,3
Yhdiste A + BCNU 41,1

Niilla annoksilla tuotteet yksinddn kaynnistavét heikosti apoptoosia, sitdvastoin nii-
den seos indusoi voimakkaasti apoptoosia (synergia). Tama tulos vahvistaa taulukon
3 tulokset ja niihin liittyvét paatelmat.
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Esimerkki 6
Tehokkaimman terapeuttisen vhdistelmin méirittiminen hiirien, joithin on ympitty

melanoomasoluja, hoitamiseksi
Ajassa t = 0 paiva, 10’ muriinimelanoomasolua B16 F1 ruiskutetaan hiiriin B6D2F1

(firmaita IFFA CREDO, Ranska). Ajassa t = 1 pdivd ja ndin jatkuvasti 15 paivan
ajan ndihin hiiriin ruiskutetaan kerran péivissé eri hoito-ohjelmat, jotka on spesifioi-
tu alla taulukossa 5. Verrokkina on hiiria, joita ei ole hoidettu.

Taulukkoon 5 on koottu tulokset, jotka ovat 3 hoidetun hiiren tulosten keskiarvoja.

Taulukko 5
Hoito-ohjelma (mg/kg) Keskimiériinen elinaika
(vuorokausia)

Verrokki 20.5

BCNU (0,1 mg/kg) 24,5

Yhdiste A (25 mg/kg) 21,9
Metionaali (25 mg/kg) 27
BCNU + Metionaali 26
Yhdiste A + Metionaali 27

BCNU + yhdiste A 40,5
BCNU + Yhdiste A + metionaali 57

Ohjelmissa, joissa kdytettiin useampaa yhdistett4, kunkin yhdisteen kiytetyt annokset
ovat samat kuin ohjelmissa, joissa kéytetddn naitd vyhdisteita yksindén.

Elinaika lasketaan edelld mainitusta lahtien ajasta t = 0 piiva ja se on hiirien, jotka
eivit elaneet 60 vuorokautta kauemmin, keskiarvo.




10

.

. -
.

*s ssse ee vweee o
¢ o .

15

19

BCNU on N,N-bis(2-kloorietyyli)-N-nitrosourea. Yhdiste A on kaavan (9) mukainen
yhdiste, kun X on radikaali -OH.

Todetaan, ettd viimeiset kaksi hoito-ohjelmaa ovat erityisen tehokkaita, koska ne
lisadvat merkittavasti naiden hiirien elinaikaa. Naista kahdesta hoito-ohjelmasta vii-
meksi mainittu ohjelma (lisatty metionaalia) saadaan kolmasosa hiiristd eliméén yli
60 vuorokautta.

Esimerkki 7
Menetelldan kuten edellisessa esimerkissd vaihdellen ohjelmia ja kasiteltyjen hiirien

lukuméaraa. Taulukkoon 6 on koottu ndmid tiedot ja saadut tulokset.

Taulukko 6
Hoito-ohjelma Hoidettujen hiirien Keskiméariinen Pitkiin aikaviilin
(mg/kg) lukumiisira elinaika eloonjéiineet
(vuorokausia) %
Verrokki 6 23,7 0
BCNU (0,1 mg/kg) 6 32,5 0
Yhdiste A (25 mg/kg)
+ 10 33,1 10
Metionaali (50 mg/kg)
BCNU +
Yhdiste A + 10 36 50
Metionaali

Elinaika lasketaan ldhtien edellda mainitusta t = O pdivda ja se on hiirien, jotka eivit
elaneet yli 60 vuorokautta, keskiarvo. Viimeisessd hoito-ohjelmassa annokset ovat
samat kuin yksindin kaytettyjen yhdisteiden annokset. Pitkdn aikavilin eloonjiénei-
den prosenttiosuus on hiirien, jotka elivat yli 60 vuorokautta, prosenttiosuus.

Todetaan siis, ettd kaksi viimeistd hoito-ohjelmaa ja ennen kaikkea viimeinen ohjel-

ma ovat erityisen tehokkaat.
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Esimerkki 8

Metionaalin vaikutus apoptoosin indusointiin  BAF3-b0- ja BAF3-bcl2-soluissa
Kaytetyt solut vastaavat edelld kuvattua lymfosyyttisolulinjaa BAF3. Solut BAF3-
bcl2 ovat BAF3-soluja, jotka on transfektoitu geenilla bcl2, solut BAF3-b0 ovat
BAF3-soluja, joita ei ole transfektoitu geenillda bcl2. Kuten edelld tdsmennettiin,
BAF3-b0-soluissa (yli 80 %:ssa soluista) tapahtuu apoptoosi, jos ne etvit saa 1L.3:a,
16 tunnin kuluessa. Sitdvastoin BAF3-bcl2-soluissa, jotka on transfektoitu geenilld

bel2, ei ndy merkkidkddn apoptoosista IL3:n puuttuessa. Tastd syystd ne ovat hyva
malli naihin soluihin blokeeratun apoptoosivaiheen ja sen mahdollisen korrelaation
malonidialdehydin synteesin eston kanssa méaérittamiseksi.

BAF3-b0- ja BAF3-bcl2-solut merkitddn soveltamalla menetelmas, jonka ovat ku-
vanneet Wright, S. et al. (1992) J. of Cell. Biochem. 48, 344-355, inkuboimalla 2,5 x
10° solua/ml 0,5 uCi kanssa [3H]-tymidiinia 40 tuntia 37°C:ssa. Kahden huuhtelun
jalkeen kasvatusliuoksella 2,5 x 10° solua viljelladn metionaalin I4sniollessa. 8 tun-
nin inkuboinnin jilkeen solut otetaan talteen sentrifugoimalla niitd 400 g:n voimalla
5 minuuttia ja ne pestdédn 3 kertaa PBS-puskurissa. Pelletissé talteenotetut solut liuo-
tetaan 2 ml:aan livosta, joka sisaltad 0,1 % Triton X-100, 20 mM EDTA, 5 mM Tris,
pH 8, ja sentrifugoidaan voimalla 30 000 g 4°C:ssa 30 minuuttia. Supernatantit ote-
taan talteen ja pelletit liuotetaan 0,3 ml:aan 0,5 N NaOH:ta. Alikvootteja kasvatus-
liuoksesta (1 ml), supernatantista (0,3 ml) ja solubilisoidusta pelletistd (0,1 ml) pan-
naan tuikelaskimeen analyysid varten. DNA-palasten prosenttiosuus lasketaan seu-
raavasti:

DNA-palasten % = kasvatusliuoksen dpm + supernatantin dpm
kasvatusliuoksen dpm + supernatantin dpm + solubilisoidun pelletin dpm

(dpm = radioaktiivisten hajoamisten lukuméaéra per minuutti).

Tulokset: kasvavan metionaalipitoisuuden (0, 50, 100, 200, 300, 400 pM) lisaami-
nen inkubointivdliaineeseen nostaa DNA-palasten prosenttiosuutta kaytettaessa
400 uM metionaalia 26 %:n maksimiarvoon verrattuna 7 %:iin, kun kysymyksessi
ovat BAF3-b0-solut, joita ei ole késitelty metionaalilla (verrokki). Solujen BAF3-
bcl2, joita on kasitelty vastaavilla pitoisuuksilla metionaalia, kohdalla DNA-palasten
maksimiosuus on 7 % kaytettdessa 400 uM metionaalia, verrattuna verrokin 3 %:iin.

Namaé tulokset osoittavat selvisti, ettd metionaalia lisdamalld ei ole mahdollista estdi
apoptoosin geenista bcl2 johtuvaa inhibitiota BAF3-bcl2-soluissa.
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Indusoitaessa apoptoosia IL3:n puuttumisen avulla todettiin, ettd metionaali muuttuu
malonidialdehydiksi HO:n avulla tapahtuvan B-hydroksylaatioreaktion kautta. Niin-
pa ryhdyimmekin kokeilemaan H,O,:ta ja HO :ta BAF3-b0- ja BAF3-bcl2-soluissa.

Esimerkki 9

Reaktiivisten happea siséltdvien lajien (H,O, ja OH') mittaaminen virtaussytometrial-
la

Kaytetyt solut vastaavat edelld kuvattua lymfosyyttisolulinjaa BAF3. Solut BAF3-
bcl2 ovat BAF3-soluja, jotka on transfektoitu geenilld bel2, solut BAF3-b0 ovat
BAF3-soluja, joita ei ole transfektoitu geenilld bel2.

1,5 x 10° BAF3-b0- tai BAF3-bcl2-solua, jotka on siirrostettu 3 ml:aan kasvatusliuos-
ta, joka sisiltaa IL.3:a, kasitelldaan 10 uM:lla dikloorifluoreseiini-diasetaattia (DCFH-
DA). Yhden tunnin 37°C:ssa inkuboinnin jilkeen solut huuhdotaan PBS-puskurilla.
Kymmenen minuuttia ennen analyysid dikloorifluoreseiinin (DCF) fluoresenssilla
virtaussytometrialla lisdtddn 3 pg/ml propidiumjodidia, kuten esimerkissé 4. Virtaus-
sytometria suoritetaan FACScan-virtaussytometrilla (Becton Dickinson, San Jose,
Ca, USA).

Tulokset on koottu seuraavaan taulukkoon 7.

Taulukko 7
Solutyyppi Mielivaltaisgn i'!uoresenssiyksikﬁn
keskiarvo
BAF3-b0 154 +32
BAF3-bcl2 211+52

Niinpé siis vaikka BAF3-bcl2-soluilla on taipumus sisdltdda enemmaéan reaktiivisia
happea siséltavida lajeja kuin BAF3-bO-soluilla, tdméd ero ei ole merkitseva.

On siis mahdollista, ettd BAF3-bcl2-soluilla on puutteita metionaali- ja/tai malonidi-
aldehydisynteesissa.
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Esimerkki 10
C-merkittyjen tuotteiden, jotka on johdettu [*CIMTOB:sti BAF3-b0- ja BAF3-
bcl2-soluissa, analyysi

Kaytetyt solut ovat siis samanlaisia kuin edellisessa esimerkissa.

["*CIMTOB valmistetaan ["*C]metioniinin hapettavalla deaminoinnilla, kuten ovat
kuvanneet Ogier, G. et al. (1993) Biochem. Pharmacol. 45, 1631-1644. ['*CIMTOB
(5 x 10° dpm vastaa 38.2 nmol) lisatidin BAF3-b0- tai BAF3-bcl2-solususpensioon
(2,4 x 10° solua/ml) DMEM:ssd, joka sisaltdd 6 % vasikansikionseerumia ja 5 %
[L3:a. 39 tuntia myohemmin solut huuhdotaan kaksi kertaa PBS:ssi ja lietetdin uu-
delleen pitoisuutena 9 x 10° solua/ml. [U “CIMTOB:ta (1,9 x 10° dpm vastaa
14,5 nmol) lisatéén 10° soluun ja 8 tuntia myohemmin solut otetaan talteen sentrifu-
goimalla niitd 400 g:n voimalla 5 minuuttia. Solupelletteja solubilisoidaan 1,5 ml:ssa
0,5 N NaOH:ta 30 minuutin ajan 60°C:ssa. Soluissa lasndoleva radioaktiivisuus mi-
tataan 10 pl:n alikvooteista. Tamén jalkeen saatuun eméksiseen hydrolysaattiin lisa-
taan perkloorihappoa 0,5 N:n lopulliseksi pitoisuudeksi, sitten 200 umol 24-
DNPH:ta (2.4-dinitrofenyylihydratsiinia, saatu Merckiltd). Seosta kuumennetaan
70°C:ssa 30 minuuttia, sitten sitd sentrifugoidaan 400 g:n voimalla 5 minuuttia. Sa-
ostumaa solubilisoidaan 1 ml:ssa 0,5 N NaOH:ta, radioaktiivisuus ja proteiinipitoi-
suus madritetddn. Supernatanttiin lisatddn NaOH:ta, pH 10. Merkityt metaboliitit
uutetaan etyyliasetaattiin ja orgaaninen faasi kuivataan, hapotetaan ja uutetaan
dikloorimetaaniin. Orgaanisessa faasissa olevat merkityt metaboliitit erotetaan ja
identifioidaan hptlc:11a (suuren erotuskyvyn ohutkerroskromatografialla) ja verrataan
vertailuyhdisteiden 2,4-DNPH-johdoksiin ja kvantitoidaan sitten pyyhkaisyradio-
kromatografialla.

Tulokset on koottu seuraavaan taulukkoon 8:
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Taulukko 8
BAF3-b0 BAF3-bcl2
radio. (dpm/mg DNA:ta) 1252 000 1111000
soluprotetinien spesifinen aktiivisuus 23 500 20 860
(dpm/mg proteiinia)
vapaa metioniini 36 820 51440
(dpm/mg DNAta)
2.4-DNPH-metionaali 14 050 7 650
(dpm/mg DNA ta)
2,4-DNPH-MDA 800 0
(2,ADNPH-pyratsoli)
(dpm/mg DNAta)

Radio. tarkoittaa soluissa olevaa kokonaisradioaktiivisuutta.

MDA tarkoittaa malonidialdehydia.

(dpm/mg tarkoittaa radioaktiivisten hajoamisten mairaa minuutissa milligrammaa
kohti.)

Nayttad siis siltd, ettd samaan DNA-madrddn liittyva kokonaisradioaktiivisuus on
samanlainen molemmissa solutyypeissd 47 tunnin inkuboinnin jilkeen. Sama péatee
soluproteiinien metioniinin aktiivisuuteen. Mitd taas tulee vapaaseen metioniiniin,
soluissa BAF3-bcl2 todetaan 40 %:n radioaktiivisuuden kasvu verrattuna solujen
BAF3-b0 radioaktiivisuuteen. Metionaalissa ldsndoleva radioaktiivisuus on 80 %
suurempi BAF3-b0-soluissa kuin BAF3-bcl2-soluissa. Tamé tekee mahdolliseksi
osoittaa, ettd BAF3-bcl2-soluissa esiintyvaian metionaalin muodostumisen MTOB:sta
viahenemiseen liittyy samanaikainen metioniinin muodostumisen kasvu. Kun merki-
tyn MDA :n muodostuminen mitataan, se on 800 dpm/mg DNA :ta BAF3-b0-soluissa,
kun sen sijaan mitain radioaktiivisuutta ei paljastu MDA:n osalta BAF3-bcl2-solu-
uutteissa. BAF3-bcl2-soluissa tapahtuu siis myés MDA :n muodostumisen véhene-
mistd metionaalista. Esimerkki 8 osoittaa selvésti, ettd tdima vdaheneminen ei johdu
reaktiivisten happea sisiltavien lajien vahenemisestd BAF3-bel2-soluissa verrattuna
BAF3-b0-soluihin. Voidaan siis paatella, etta geeni bel2, sen lisdksi, ettd se vihentaa
MTOB:n muuttumista metionaaliksi, vaikuttaa negatiivisesti myods B-hydroksylaa-
tioreaktioon, joka muuttaa metionaalin malonidialdehydiksi. Mika tahansa tuote, jo-




24

ka muuttaa metionaalin tai sen metaboliatuoteen, malonidialdehydin, solunsiséista
tasoa, voidaan katsoa apoptoosin muuntajaksi.
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Patenttivaatimukset

1. Yhdiste, tunnettu siitd, etti se on valittu metionaalin, malonidialdehydin tai
minké tahansa tekijan joukosta, joka vaikuttaa metionaalin tai malonidialdehydin
solunsisdiseen tasoon, ja on tarkoitettu kaytettavaksi ladkkeena.

2. Farmaseuttinen tai kosmeettinen koostumus, joka muuntaa apoptoosia, tunnettu
siitd, ettd se kasittad vaikuttavana aineena vdhintadn yhden yhdisteen, joka on valittu
metionaalin, malonidialdehydin ja minka tahansa tekijan joukosta, joka vaikuttaa
metionaalin tai malonidialdehydin solunsiséiseen tasoon, yhdistettynd johonkin far-
maseuttisesti tai kosmeettisesti hyvaksyttavaan kantajaan.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen koostumus, tunnettu siiti, ettd metionaalia,
malonidialdehydia ja mita tahansa tekijaa, joka vaikuttaa metionaalin tai malonidial-
dehydin solunsiséiseen tasoon, kiytetdadn seoksena.

4. Patenttivaatimuksen 2 tai 3 mukainen koostumus, tunnettu siit4, etta tekijat, jot-
ka vaikuttavat metionaalin tai malonidialdehydin solunsisdiseen tasoon, on valittu
metionaalin esiasteista tai tuotteista, metionaalin metaboliassa mukana olevien ent-
syymien estdjista ja aktivaattoreista.

5. [Edella olevan patenttivaatimuksen mukainen koostumus, tunnettu siitd, ettd me-
tionaalin tai malonidialdehydin esiasteet tai tuotteet ovat metionaalin tai malonidial-
dehydin solunsisdisen metabolian esiasteita tai tuotteita, kuten 4-metyylitio-2-okso-
voithappoa, metioniinia, metionolia, metyylitiopropionihappoa ja metyylitiopropio-
nyyliCoA ta.

6. Patenttivaatimuksen 4 mukainen koostumus, tunnettu siiti, etti metionaalin tai
malonidialdehydin esiasteet tai tuotteet ovat tuotteita, jotka in situ pystyvat vapaut-
tamaan metionaalia tai malonidialdehydia tai vapauttamaan jonkin tekijian, joka vai-
kuttaa metionaalin tai malonidialdehydin solunsisédiseen tasoon, kuten metionaalin
tai malonidialdehydin estereit4 ja tioestereita.

7. Patenttivaatimuksen 4 mukainen koostumus, tunnettu siitd, etti metionaalin
metaboliassa mukana olevien entsyymien estéjét tai aktivaattorit on valittu haaraket-
juisen oksohappo-dehydraasikompleksin, joka on mukana 4-metyylitio-2-oksovoiha-
pon muuntamisessa metyylitiopropionyyliCoA:ksi metionaalin kautta, estdjistd tai
aktivaattoreista, transaminaasin, joka on mukana 4-metyylitio-2-oksovoihapon
muuntamisessa metioniiniksi, estdjista tai aktivaattoreista, aldehydireduktaasin, joka
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on vastuussa metionaalin pelkistdmisestd metionoliksi, tai aldehydidehydraasin, joka
on vastuussa metionaalin hapettamisesta metyylitiopropionihapoksi, estijisté tai akti-
vaattoreista ja B-hydroksylaasin estijista tai aktivaattoreista.

8. Jonkin patenttivaatimuksen 2 - 7 mukainen koostumus, joka indusoi apoptoosia,
tunnettu siita, ettd se kasittdd vaikuttavana aineena vihintaéan yhden yhdisteen, joka
on valittu metionaalin, malonidialdehydin ja mink4 tahansa tekijan joukosta, joka
vaikuttaa metionaalin tai malonidialdehydin solunsisdiseen tasoon, yhdistettyna jo-
honkin  farmaseuttisesti  tai  kosmeettisesti  hyvaksyttdvadn  kantajaan.
9. Patenttivaatimuksen 8 mukainen koostumus, tunnettu siita, ettd tekijat, jotka
nostavat metionaalin tai malonidialdehydin solunsisaistd tasoa, ovat transaminaasin,

joka on mukana 4-metyylitio-2-oksovoihapon muuttumisessa metioniiniksi, estdjia,

jotka on valittu tuotteista, joilla on seuraavat kaavat (1) - (9):
cr-rJ\S/\rchOCH3 cH:\s/\rcooczHs
NH NH
CH,X OH CH,X OH
N D\

I |
~ ~
N CH, N CH,

(1) (2)
CH:\S/YCOOCH(CHJ)Z CHJ\S/\,/cooc? .
NH NH
CH,X OH CH,X OH
N N

| |
- ~
N CH N CH
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joissa kaavoissa X on -OH tai -OPO;H,.

10. Patenttivaatimuksen 9 mukainen koostumus, tunnettu siiti, etti transaminaa-
sin, joka on mukana 4-metyylitio-2-oksovoihapon muuttumisessa metioniiniksi, esté-
ja on yhdiste, jolla on kaava (9), jossa X on radikaali -OH.

11. Patenttivaatimuksen 8 mukainen koostumus, tunnettu siit, ettd tekijat, jotka
lisadvat metionaalin tai malonidialdehydin solunsisdistd tasoa, ovat transaminaasin,
joka on mukana 4-metyylitio-2-oksovoihapon muuttumisessa metioniiniksi, estdjid,
jotka on valittu amidoaminohappojen hydroksamaateista.

12. Patenttivaatimuksen 8 mukainen koostumus, tunnettu siiti, etti se kasittaa
jonkin yhdisteen, joka on valittu metionaalin, malonidialdehydin, metionaalin tai
malonidialdehydin esiasteiden ja tuotteiden joukosta, ja entsyymien, jotka ovat mu-
kana metionaalin eliminoitumista edistivissd metaboliareaktioissa, estdjien tai f3-
hydroksylaasin aktivaattoreiden yhdistelméan.

13. Edella olevan patenttivaatimuksen mukainen koostumus, tunnettu siité, ettd
yhdistelma on 4-metyylitio-2-oksovoihapon ja transaminaasin, joka on mukana 4-
metyylitio-2-oksovoihapon muuttumisessa metioniiniksi, jonkin estdjin, kuten jonkin
jossakin patenttivaatimuksista 9 - 11 mainitun tuotteen, yhdistelma.

14. Patenttivaatimuksen 8 mukainen koostumus, tunnettu siitd, ettd yhdistelma on
metionaalin tai jonkin tekijin, joka lisda metionaalin solunsisiistd tasoa, ja vahintdin
yhden yhdisteen, joka lisdi vapaan radikaalin HO tasoa ja joka yhdiste on edullisesti
BCNU, yhdistelma.

15. Edellisen patenttivaatimuksen mukainen koostumus, tunnettu siiti, ettd se k-
sittdd viahintdan yhden transaminaasin, joka on mukana 4-metyylitio-2-oksovoihapon
muuttumisessa metioniiniksi, estdjin, kuten jonkin tuotteista, jotka on mainittu jos-
sakin patenttivaatimuksista 9 - 11.

16. Jonkin patenttivaatimuksista 2 - 7 mukainen koostumus, tunnettu siita, etti se
kasittda vaikuttavana aineena minka tahansa tekijin, joka vidhentdd metionaalin tai
malonidialdehydin solunsiséistd tasoa, yhdistettynd johonkin farmaseuttisesti tai
kosmeettisesti hyvaksyttavaan kantajaan.

17. Edellisen patenttivaatimuksen mukainen koostumus, tunnettu siita, ettd tekija,
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joka vdhentda metionaalin solunsisdista tasoa, on jokin haaraketjuisen oksohappo-
dehydraasikompleksin estdja, kuten 2-oksobutyraatti, ketoleusiini, ketoisoleusiini ja
ketovaliini.

18. Patenttivaatimuksen 16 mukainen koostumus, tunnettu siitd, etti se kisittii
metionaalin tuottamisessa mukana olevien entsyymien estdjid ja/tai metionaalin eli-
minoitumisessa mukana olevien entsyymien aktivaattoreita.

19. Jonkin patenttivaatimuksista 2 - 18 mukaisen koostumuksen kiytté kosmeetti-
sessa koostumuksessa tai farmaseuttisen koostumuksen, joka on tarkoitettu muunta-
maan apoptoosia, valmistuksessa.

20. Menetelmd ihon valon tai i4n vaikutuksesta tapahtuvan vanhenemisen eh-
kaisemiseksi ja/tai torjumiseksi, tunnettu siita, ettd iholle levitetdaan jonkin patentti-
vaatimuksista 2 - 15 mukaista kosmeettista koostumusta, joka indusoi apoptoosia.
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