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Periférias benzodiazepin receptorhoz kotédd anyag alkalmazasa kutan stressz ke-

zelésére

A talalmany specialisan a periférids benzodiazepin receptorhoz (PBR) k6t6dé
anyagok kutan stressz megel&zésére vagy kezelésére hasznalhato készitmény eldallita-
sara val6 alkalmazésara, ilyen anyagok eldéllitdsara alkalmas torzsekre és ilyen any a-

gokat tartalmazo6 kozmetikai és bérgyogyaszati készitményekre vonatkozik.
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A jelen taldlmény targya a periférias benzodiazepin receptorok ligandumat tar-
talmaz6 topikalis készitmény.

A talalmany tovabbi targya specialisan a periférias ben-zodiazepin receptorhoz
(PBR) kot6d6 anyagok alkalmazasa kutan stressz megel6zésére vagy kezelésére hasz-
nalhaté készitmény eldallitasara.

A talalmany ilyen anyagokat tartalmazo készitményekre is vonatkozik. Ezek a
készitmények kozmetikai vagy gydgyaszati készitmények, és kiiléndsen topikalis bor-
gyogyaszati készitmények lehetnek.

A "kutan stressz" azokat a kiil6nboz6 helyzeteket jelenti, amelyek kiilondsen az
epidermisz karosodasat okozhatjak, tekintet nélkiil a karosodast okozé szerre. Ez a szer
lehet a testen beliil és/vagy kiviil, példaul egy vegyszer vagy egy szabad-gy6-kos szer
vagy mas esetben kiilsd szer, példaul ultraibolya sugarzas.

A talalmany szerinti készitmény igy a bér-irritacio, szaraz foltok, bérpirossag,
tapintési talérzékenység, héérzet, a bor és/vagy nyalkahartya viszketésének és az ore-
gedésnek a megeldzésére és lekiizdésére szolgal, és borrendellenességek, példaul
pszoriazis, prurigdt okozé betegségek, herpesz, fotodermatitisz, atdpias dermatitisz,
kontakt dermatitisz, somorok, prurigd, viszketés, rovarcsipés esetében, fibrézisban és a
kollagén &regedés mas rendellenességeiben, immunologiai rendellenességekben vagy
borgydgyaszati allapotokban, példaul ekcéma esetében is hasznalhato.

A PBR ligandum, amelyre "anyagként" is utalunk, és amelyet a készitmény tar-
talmaz, nem-peptid vegyiilet, peptid vegyiilet, allati vagy névényi eredetii sejtkivonat
vagy szovetkivonat vagy mikroorganizmus, példaul baktérium vagy gomba fermenta-
lasaval kapott termék lehet.

Az irodalomban mar szdmos PBR ligandumot leirtak. Ezekre példaként az Ro 5-
4864 jelii vegyiiletet vagy klordiazepamot, az Ro 5-2807 jelii vegyiiletet vagy

diazepamot és a PK 11195 jeld vegyiiletet emlithetjiik, vagy a "Peripheral
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Benzodiazepine Receptors" (Periférids benzodiazepin receptorok) cimi cikkre utalha-
tunk (Ch. III, J. U. Bourguignon, Ed. E. Giesen - Crouse, Academic Press).

A PBR egy 18-kd nagysagu fehérje, amely a periférias szovetek
mitokondriumanak kiilsé membranjan helyezkedik el. Ot transzmembran doménbdl és
egy karboxi-termindlis részbdl all, amely a citoszol felé iranyul. Tébb funkciot tulajdo-
nitanak a PBR-nek a széban forg6 szovet természetétdl fliggben, ezek a kovetkezbk: a
szteroidgenézisnek, a hem bioszintézisének, a sejt differncialddasanak és novekedésé-
nek a szabalyozasa, valamint a mito-kondridlis 1égzés ellen6rzése (Krueger K. E.,
Biochimica and Biophysica Acta 1995, 1241, 453-470). Noha a pontos funkciojat még
teljesen nem deritették fel, tobb 1jabb kisérleti adat azt feltételezi, hogy a PBR alapvetd
szerepet jatszhat a programozott sejtelhalds folyamatainak szabalyozasaban és a szabad
gyokok elleni védelemben.

Kimutattak, hogy a PBR valdjaban szoros kapcsolatban 4ll a mitokondrialis
szinten az apoptozist szabalyozé fehérjékkel, igy a Bc12-vel, amely megakadalyozza a
mitokondridlis membran potencidl megbomlasat, €s igy megakadalyozza kiiléndsen a
reakcioképes oxigénezett gyokok termelése altal indukalt apoptozist (Marchetti P. et
al., J. Exp. Med. 1996, 184, 1155-1160; Mar-chetti P. et al., J. Immunol. 1996, 157,
4830-4836).

A jelen talalmannyal 6sszefliggésben a PBR szabad gydkokkel szembeni védd
szerepét kdzvetlenilil hematopoietikus eredetd sejteken figyelték meg, amelyek eset é-
ben szoros kapcsolatot mutattak ki a PBR siirlisége és a szabad gyokokkel szembeni
védelem kozott. Emellett, ugyanezen vizsgélat soran, azt is megallapitottak, hogy a
PBR olyan sejtekbe torténé transzfektalasa, amelyekben ilyen receptor nincs, védelmet
nyujt az oxigénezett anyagok altal okozott karosodassal szemben (Carayon P. et al.,

Blood 1996, 87, 3170-3178).



Néhany irodalmi adat arra utal, hogy a PBR fontos szerepet jatszhat az
apoptozis-folyamatok szabéalyozasaban és a szabad gy6kok éltal okozott karosodéssal
szembeni védelemben.

Ujabb filogén vizsgalatok megerdsitik ezt az 0ij elképzelést, hogy a PBR
apoptozis-modulatorként vesz részt az anti-oxidans funkcidkban. Ennek az az oka,
hogy jelentds a hasonldsag a PBR és a Rhodobacter sphaeroides, egy fotoszintetikus
baktérium CrtK fehérjéje k6zott. Ez a bakteridlis fehérje, amely fotoszenzitiv oxigén-
detektorként miikodik, szabalyozza a fotoszintézisben résztvevs gének kifejez6dését
valaszként a kdrnyezetben az oxigén nyomasaban és a fény intenzitasiban bekovetkezd
valtozasokra. A PBR és a CrtK 6sszehasonlitisa 35% azonossagot mutat és egy szek-
vencia-konzervalast ezen két fehérje kozott, amelyek a torzsfejlédés soran két billio
évvel ezel6tt valtak szét. Ez a homoldgia egy nagyon specializalt és konzervalt PBR-
miikodést feltételez, amely hasonlonak mutatkozik a baktériumban a CrtK mikodésé-
hez. Egész pontosan nemrégen kimutattak, hogy az emlés PBR-nek Rhodobacter CrtK
mutansokba val6 transzfektalasa kioltja a CrTK oxigén-detektalo funkcidjat. Ily médon
ez a vizsgalat feltételezi, hogy a PBR kulcsszerepet jatszik az oxigén-fiiggs szignalok
transzdukcidjaban (Yliseev A. A. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 1997, 94, 5101-5106).

Mindeddig azonban nem volt olyan anyag, amelyet pontosan javallottak volna a
kutan PBR receptorok specifikus ligandumaként, és leginkabb ez az oka annak, hogy
miért nem irtak le az irodalomban olyan topikélisan hatasos anyagot, amely speci-
fikusan a PBR receptorokhoz k6tddik.

Az el6z6ekben tehat megmutattuk, a jelen talalmannyal 6sszefiiggésben, hogy a
PBR bdségesen kifejezddik a bort alkoto kiilonféle sejtekben, a keratinocitakban, a
Langerhans sejtekben, a szdrtiisz6kben és a bor érrendszerének endoteliélis sejtjeiben.
A borben a PBR kifejez6dése a bazalis rétegtdl a szarurétegig novekvé gradienst kovet.
Ez a figyelemremélto szervezddés, amely az epidermisz differencialt sejtjeinek kedvez,

amely sejtek a leginkabb ki vannak téve a kiils6 stresszhatasoknak, az epidermisz le g-



sebezhet6bb teriileteinek védelme szempontjabdl kétségteleniil elsérendii fiziologiai
fontossagu. A szubcellularis vizsgélatok, amelyeket konfokalis mikroszkdppal végez-
tek, a varakozasnak megfelel6en a mitokondriumban a PBR-nek a Bc12-vel vald
kolokalizacidjat mutattdk. A bérmetszeteken végzett hisztologiai vizsgalatok a PBR
meglepd eloszlasat deritették fel (1. és 2. abra).

Ennek a receptornak a kifejez6dése az epidermiszben a bazalis rétegtdl a
keratinocitak altal alkotott legdifferencialtabb rétegig novekvé siiriiségi gradienst k 6-
vet. Ez a nagyon szervezett térbeli eloszlas, amely a stir(iség tekintetében az epidermisz
legkiilsé €s igy a leginkabb exponalt sejtjeinek kedvez, ahhoz a feltételezéshez vezet,
hogy a PBR a bdrben egy természetes védelmi rendszert képviselhet az ultraibolya su-
garzas hataséara generalodott szabad gyokokkel szemben. Az a kiséré megfigyelés,
hogy a Bc12 anti-apoptdzisos fehérje egy szigorian forditott gradienst kovet, azt felté-
telezi, hogy a PBR kompenzalé szerepet jatszik a leginkabb differencialt sejtek me g-
dvasaban.

Ezek az adatok, amelyek a PBR védé szerepét feltételezik, kiilondsen az ep i-
dermiszben, olyan természetes vagy szintetikus ligandumok felfedezéséhez vezettek,
amelyeknek a PBR-rel valo kolcsonhatasa jotékony lehet a vegyszerek vagy szabad
gyokos szerek vagy mas esetben az UV fény hatasat kovetd kutan stressz kiilénbozd
helyzeteiben.

A fentieknek megfelelden tehat a talallmany a PBR-re specifikus ligandum, a Ro
5-4864 alkalmazasara vonatkozik kutan stresszben. Ez a ligandum PBR agonista.

A taldlméany egy masik vonatkozdsdnak megfelelGen és ezen megfigyelések
alapjan természetes PBR ligandumok felderitése érdekében sziirést végeztiink, ami le-
hetévé tette ezzel a receptorral kolcsonhatésba 1épni képes néhany frakcio elkiil6nit é-
sét. Ezeknek a természetes ligandumoknak a potencialis véddhatasat azutan kiilonbozo

olyan tesztekben, amelyek kutan stresszt indukalnak, és kiilonésen UV sugarzas altal



okozott kutan-bdrpirossag tesztekben értékeltiik. A gyokbefogd tulajdonségokat és a
blr-reparald képességeket szintén vizsgaltuk.

Biokémiai €s farmakoldgiai tesztekkel mutattuk ki az anyagok aktivitasat és
eldnyét a kutan stressz kiilonféle helyzeteiben.

A PBR-rel végzett tesztek célja annak kimutatasa volt, hogy a PBR potencial i-
san részt vesz az apoptozisos folyamatok szabalyozéasaban €s a borsejtek megbrzésében
a kiilonféle karos stressz helyzetekkel szemben.

1. példa
A PBR kutan lokalizaciéjanak immunhisztologiai vizsgalatai

Egy Western-féle atitatasos (blot) analizis tette lehetévé a PBR nagy mennyi-
ségben vald jelenlétének kimutatasat humén keratinocitak hat kiilonb6z6 sejtvonalan és
normalis human béron (1. abra), amihez specifikus anti-PBR antitesteket, Ac 8D7-et
(anti-PBR egér mAb, izotipus IgG1, Dussossoy et al., Cytometry, 1996, 24:39-48)
hasznaltunk. Szubcellularis szinten az analiziseket konfokalis mikroszkop segitségével
végeztiik, amelyek bizonyitottdk a PBR kolokalizacidjat a mitokondrialis szinten a
keratinocitakban (2. 4bra).

Egy immunhisztolégiai vizsgalat, amelyet egy normalis human epidermalis met-
szeten ugyanazon antitest alkalmazéaséaval végeztiink, nagyon kiilonés szervezédést
mutatott, mivel a PBR kifejezddése a "stratum basale"-tol a "stratum corneum"-ig né.
Ez a receptor tehat nagy mennyiségben van jelen a keratinocitakon, amelyek a legdiffe-
rencialtabbak, és kozvetleniil a stratum corneum alatt helyezkednek el (3. abra).

2. példa
Kotddési és fajlagossagi vizsgalatok

A kotédési vizsgalatokat az A-431 (humén epidermoid karcinoma, ATCC,
CRL-1555) keratinocita vonalon végeztiik a [?’H]-PK 11195 referencia-ligandum he-
lyettesitésével. A Scatchard-analizis egyetlen kotShelyet mutat, amelynek a siirtisége

kb. 470 000 receptor per sejt, és amelynek nagy a ligandum-affinitasa (KD = 1,5 nM)
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(4. abra). A keratinocitak altal hordozott periférias receptorhoz valé kotédés fajlagos-
sagat farmakoldgiai vizsgélatok bizonyitottdk, amelyek azt mutattik, hogy a referencia
periférids ligandumot (PK 11195) a kévetkez6 ligandumok csékkend hatékonysaggal
helyettesitették: Ro 5-4864 = (ICsy = 25 nM) > diazepam (ICsy == 100 nM) >>>
klonazepam (3 200 nM koncentracidéban inaktiv). Emlékeztetiink arra, hogy ez az utol-
s vegyiilet a centralis benzodeazepin receptorok liganduma, a diazepam vegyes és az
Ro 5-4864 a PBR-re specifikus ligandum (5. abra).
3. példa
A PBR részvétele az oxigénezett gyokokkel szembeni védelemben

Két tipusu kisérletet irunk le a 6. abran. Az elsé abbdl all, hogy limfoid vagy

mieloid eredeti kiilonb6z6 vonalakat hasonlitunk dssze az oxigénezett gyokok toxici-

tasaval szembeni ellenallé képesség szempontjabol a PBR-t kifejezd szintjitkkel 6ssze
fliggésben. Az eredmények azt mutatjak, hogy nagyon szoros az 6sszefiiggés a sejte n-
kénti PBR helyek szdma és a H,0, altal indukalt toxicitassal szembeni rezisztencia k 6-
zott. Hasonlo 6sszefliggés figyelhet6 meg akkor is, amikor a Bc12-nek, egy olyan fe-
hérjének a kifejez6dési szintjét tekintjiik, amelyrdl ismert, hogy védi a sejteket az
oxidativ karosodassal szemben. Ezek az adatok azzal a ténnyel egytitt, hogy a Bc12 és
a PBR a kiils mitokondrialis membranon elhelyezkedd fehérje, azt sugalljak, hogy
kozos feladataik lehetnek a sejtvédelemben. Erdekes médon, noha a PBR kifejezédése
a bazalis rétegtdl a szaruréteg hataraig névekvo sirliségi gradienst mutat, az irodalmi
adatok forditott jelenséget emlitenek a Bc12 kifejez6dése esetében, ami azt jelentheti,
hogy a keratinocitak differencidlédésa alatt a PBR atveheti a Bc12-t6l a szabad gy 6-
kokkel szembeni védelmi funkciokat.

A méso‘dik kisérletben a szabad gyokok toxicitasdval szembeni védelemben a
PBR lehetséges szerepét megerdsitette annak kimutatasa, hogy a PBR+-szal
transzfektalt Jurkat sejtek H,O, jelenlétében nagyobb életképességet mutattak a ho-

molog PBR- sejtekhez viszonyitva.



4. példa

Az aktiv szerek anti-apoptdzisos hatasat human keratinocitakon és
fibroblasztokon (ATCC) mértiik, amelyeket 35 mm-es Petri-csészékben levé (5 x 10°
sejt/tireg) 10% foetalis marhaszérummal kiegészitett DMEM taptalajba (Dubelco's
Mode Eagle Medium) inokulaltunk, és sszefolyasig hagytunk proliferalodni. Ezt a
tenyészkdzeget azutan leszivattuk, a sejteket lesblitettiik és 0,1 % foetalis marhaszéru-
mot adtunk hozzéjuk natrium-klorid-oldat jelenlétében. A sejtekhez a vizsgalando
anyag ndvekvo koncentracioit adtuk. 24 éraval kés6bb az apoptozist ELISA (enzyme-
linked immunsorbent assay) vizsgalati kit segitségével mértiik.

A keratinocitdkat B tipusa UV sugérzas (UVB) hatasanak tettiik ki 250 J/m? d6-
zisban 16 6ran at (J. Invest. Dermatol. 1995, 104: 922-927). Az Ro 5-4864 jelii PBR
ligandum jelenlé-tében kimutattuk, hogy a besugérzassal kivaltott sejtkarosité folya-
matokat a ligandum a 10 nM és 10 pm kozotti koncentracio-tartomanyban megakada-
lyozza.

S. példa

A ligandum fényvédé hatasét albin6 tengerimalacokon kutdn alkalmazas segit-
ségével értékeltiik.

A kutan topikalis adagolasi médot az emberen vald alkalmazas koriilményeinek
reprodukalasa érdekében hasznaltuk.

A kisérlethez Harley tengerimalacokat (Charles River France, Saint Aubin les
Elbeuf, 76410 Cléon, France) alkalmaztunk.

Az allatokat leborotvaltuk, és a jobb és bal hatsé oldalon a kezelés megkezdése
elStt 24 éraval a sz6roket kiszedtiik.

Az éllatokat kozvetleniil az elsé kezelés elStt besugaroztuk. A jobb és a bal ol-
dalon végzett minden besugarzas elGtt az energiat ellendriztiik az UVB spektrumban

4000 mJ/cm? dozisnal.
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Az éllatok jobb oldalat 0,2 ml ligandum-oldattal kezeltiik kézvetleniil, majd 2 és
5 oréaval a besugéarzas utan. A bal horpaszt nem kezeltiik.

Egy Xeron nagynyomasu gézlampa (IDEM 300) szolgaltatta a sugarzast.

A helyi reakciokat a kezelés el6tt és a besugérzas utan S €s 24 oraval figyeltiik
meg.

A bdrpirossag és 6déma értékelése

’”

Blrpirossag

0 nincs bérpirossag; 1 nagyon enyhe, alig észlelhet6 borpirosség; 2 elhatarolhaté hal-
vany rozsaszin borpirossag; 3 elhatarolhatd €lénk vords bérpirossag; 4 kiilondsen in-
tenziv bOrpirossag

Odéma

0 nincs 6déma; 1 nagyon enyhe 6déma (alig lathatd); 2 enyhe 6déma (a kérvonalak jol
kivehetOk €s a duzzadas nyilvanvald); 3 mérsékelt 6déma (kb. 1 mm-es vastagsag); 4
sulyos 6déma (1 mm-nél nagyobb vastagsag €s a teriilet nagyobb az alkalmazas teri-
leténél).

A PBR receptor természetes ligandumaira olyan példakat, amelyeket fermenta-
cioval allitunk eld, a kovetkez6kben irunk le hatasukkal egytitt.

Szilard vagy folyékony taptalajon végeztiik a mikroorganizmus-kivonatok sz i-
rését, ezzel ki tudtunk valasztani harom mikroorganizmus térzset (mikroszkopikus
gombat és baktériumot).

A hérom torzset kiilonféle vizsgalatok utan vélasztottuk ki, amelyeket azért vé-
geztlink, hogy optimalizaljuk a koriilményeket a PBR receptorral valé kolcsonhatas
mérésére szolgald tesztben jO hatdst mutatd tenyészetkivonatok jelentds mennyiségben
valo termeléséhez, a torzsek jele SRL 4988, SRL 5186 és SRL 5189.

A fenti harom torzset a Pasteur Intézet gytijteményében (Collection Nationale de
Cultures et Microorganismes) 1999. augusztus 27-én deponaltuk az 1-2305, az I-2306

és az I-2307 sorozatszam alatt.
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A Nocardia fajhoz tartozé SRL 4988 jelii torzs, amelyet egy talaj mintabdl kii-
16nitettiink el, a kovetkez6 okologiai-fizioldgiai tulajdonsdgokkal rendelkezik 2 héten
at 28°C-on ISP2 k6zegben valod tenyésztés utan meghatarozva: negativ fototrof, kemo-
organotrof, mezofil és negativ halofil. Immobilis és nyitott nem-spiralis 6rvei vannak.

A Streptomyces fajhoz tartozé SRL 5186 jelu torzs, amelyet talajmintabdl kiil 6-
nitettiink el, a kovetkez6 6koldgiai-fizioldgiai tulajdonsdgokkal rendelkezik két héten
at 28 °C-on ISP2 kozegben torténd tenyésztés utan meghatarozva: negativ fototrof,
kemo-organotrof, mezofil €s negativ halofil. Immobilis és flexibilis, két spiralbol all6
hifai vannak.

A Actinosinnema fajhoz tartozé SRL 5189 jelii torzs a kovetkezd dkoldgiai-
fiziologiai tulajdonsédgokkal rendelkezik két héten ét 28 °C-on ISP2 taptalajon végzett
tenyésztés utan meghatarozva: negativ fototrof, kemo-organotrof, mezofil, negativ

halofil. Immobilis, és flexibilis, egy spiralbdl allé hifai vannak.

Ezek a torzsek és ezek termelSképes mutansai a talalmany tovabbi targyat kép ezik.

T4aplalo agar talajon vald tenyésztés és néhany azt kovetd szubtenyésztés utan,
amivel bdséges ¢€s tiszta tenyészetet allitottunk el6, a torzs (stock) torzsbél egy 0 tarola-
si adagot €s azutan primer és szekunder inokulalo adagokat készitettiink.

Ehhez a tenyészetbdl taplald agar kézegen Petri-csészében és egy felvevd ko-
zegben sporaszuszpenzidt készitettiink; ez a kézeg egy krioprotektiv szert tartalmazott
a fagyasztéassal torténd tarolas alatt a sporak jo életképességének a biztositas ara.

A kapott sporaszuszpenziot kriocsdvekbe osztottuk szét, amelyeket -80°C-on ta-
roltunk: ezek a csovek képezték a 0 adagot.

Ugyanezt az eljarast kovetve, azonban egy 0 adaghoz tartozé csovet hasznalva,
primer inokulalé adagot készitettiink. Ezutan ismét az el6bbi eljarasnak megfeleléen a
primer inokulalé kriocsébdl egy szekunder inokulald adagot készitettiink. A 0, 1 és 2
inokulalé adagok eldallitasa biztositja a torzs és igy a kivant aktivitas hosszantartd

hozzaférhetdségét. Ennek a harom torzsnek a PBR természetes ligandumainak el6alli-
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tasa érdekében valo tenyésztését hasonloképpen, az aerob tenyésztés szokasos eszk6-
zeivel, azaz folyékony kdzegben, barmilyen térfogati fermentorban, a pH és a leveg6-
zés in-line kovetésével is megvaldsithatjuk.
A) példa
SRL 4988

Az SRL 4988 térzs konuszos lombikokban valo tenyésztésre példa: egy maso-

dik leoltd csovet hasznéltunk a Petri-csészében levs olyan kézeg beoltasara, amely se-

cpeyp

Gliikoz 20g
Soyoptim (SIO) 10g
CaCO; (OMYA) 3g

E tipusu agar 20g
Desztillalt viz gs 1 literig

A tenyészeteket a csészékben 5 napon 4t 28 °C-on inkubaltuk. Ezutan 10 ml

folyékony kozeget adtunk mindegyik Petri-csészébe, amelynek az 6sszetétele a kovet-

kez6 volt:

Glukoéz 30g
Soyoptim (SIO) 10g
Tryptone U.S.P. (Biokar) 4g
Eleszt3kivonat (Difco) 8¢g
NaCl 25¢g
CaCO; (OMYA) 5g
Kazein-hidrolizdtum S5g
Sz6ja papain pepton 5g

és amelynek a pH-jat sterilezés el6tt 7,0-ra allitottuk, igy sporaszuszpenzi6t kaptunk.
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A spdra-szuszpenziobdl 5 ml-t hasznéltunk steril 250 ml-es lombikok oltasara,
amelyek 50 ml ugyanilyen taptalajt tartalmaztak, ezek voltak az elétenyészetek, am e-
lyeket meleg kamraban 28°C-on polcos razégépen vagy autondm inkubétorban
inkubéltunk, barmelyik rendszer alkalmazasa esetén a forgéas sebességét 210-es per-
cenkénti fordulatszamra allitottuk.

Két napon 4t térténd razas utan az eldtenyészetet tartalmazo lombikokat hasz-
naltuk a tényleges tenyészlombikok beoltdsara 5 ml el6tenyésztési taptalaj/100 ml ta p-
talajt tartalmazé 500 ml-es konuszos lombik ardnyban, a tenyésztéshez hasznalt taptalaj

Osszetétele a kovetkez6 volt:

Glicerin 10g
01d6dé keményitd 30g
Soyoptim 15¢g
Trypton 2g
ElesztSkivonat 5¢g
CaCO; S8
Nyomelem-oldat 10 ml
Viz gs 1 literig
pH7

Az alkalmazott nyomelem-oldat §sszetétele az alabbi volt:

FeSO, - 7 H,0 10g
MnSO, - 4 H,O 10g
CaCl, - 2 H,0 0,025 g
CaCl, - 2 H,0 0,10 g
H;BO; 0,56 g
(NH4)sMo0;024 - 4 H,O 0,002 g
ZnSO, - 7 H,O 0,20 g

Viz gs. 1 literig
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Igy ebben a specialis esetben 6t elétenyésztd lombikot hasznaltunk 40
tenyészlombik beoltasara, amelyek 500 ml-es kénuszos lombikok voltak és 100-100 ml
taptalajt tartalmaztak, majd a lombikokat 6 napon at 28 °C-os meleg kamraban 210-es
fordulatszamra allitott rotacids razogépen razatva tenyésztettiik, és 4 liter baktérium-
szuszpenziot kaptunk.

A 4 liter fermentlevet t6bb alkalommal 4 °C-on €s 13 500 fordulatszammal (az-
az 27 500 x g-n) centrifugaltuk a biomassza, azaz a sejteket tartalmazo pelletek elkiilo-
nitésére, a feliiluszoé f6ként az alkalmazott taptalajbol szarmazd vizbdl 4llt és a taptalaj
megmaradt komponenseinek oldatat, valamint a baktériumsejtek altal a novekedésiik
kiilonb6z6 fazisaban termelt és kivalasztott metabolitokat tartalmazta.

A biomasszakat és a feliiluszokat ezutéan -20 °C-on megfagyasztottuk.

A PBR RECEPTOR TERMESZETES LIGANDUMAINAK EXTRAKCIOJA

A 4 liter felengedett feliiluszot egy 10 literes edénybe tettiik. Az oldathoz 400 g
Amberlite XAD 16 polisztirol-divinilbenzol gyantat (Rohm & Haas) adtunk. A szusz-
penziot 15 6rén at 20-as fordulatszadm mellett lapatos keverdvel felszerelt motorral
raztuk. Ezutén az oldatot szfirtiik, a sziirletet eltavolitottuk, és a leszivatott gyantat 1
liter metanolban felvettiik. Ezt az elegyet 1 6rdn at enyhén kevertiik. A gyantat ismét
kiszirtiik és azonos mddon 1 liter metanollal kezeltiik. A harmadik miivelet alatt a
gyantat ismét kevertiik, ez alkalommal azonban 1 liter acetonnal. A leszivatott gyantat
ezutan eltavolitottuk, €s a 3 liter szerves olddszert egyesitettiik, majd forgd késziilé k-
ben vakuumban szarazra paroltuk.

A 17,7 g parlasi maradékot SO ml metanollal eldolgoztuk, a kapott szuszpenziot
15 percen at 3 000-es fordulatszam mellett centrifugaltuk, és a kapott megtisztitott fe-
liilaszo alkotta a tenyészet feliiluszojanak kivonatat.

Ezt a kivonatot higitasban vizsgaltuk a PBR receptorhoz vald két6dés gatlasa

szempontjabol, és 1/200-nél 50%-os gatld hatast mutatott.
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A 199 g egyesitett biomasszahoz egy 2 literes edényben keverés kdzben 750 ml
diklérmetan és 750 ml metanol elegyét adtuk. A keverést szobahémérsékleten 15 éran
at folytattuk. Ezutan a szuszpenziot sziirtiik, és tiszta oldatot kaptunk, amelyet forgd
késziilékben vakuumban beparoltunk. Az 5,4 g parlasi maradékot ezutdn 50 ml meta-
nollal feliszapoltuk, ez alkotta a biomassza extraktumot.

Ezt az extaktumot vizsgéltuk a PBR receptorhoz val6 k6t6dés gatlasa szem-
pontjabol és 1/2200 higitasnal 50%-os aktivitast mutatott (ID so = 2200™").

B) példa
SRL 5186

A fentebb leirt eljarast kovettiik, és

- a Petri-csészékben valo szubtenyészet eléallitasahoz agar taptalajt,

- folyékony el6tenyésztési taptalajt,

- folyékony termel§ taptalajt és

14 darab 500 ml-es kénuszos lombikot alkalmaztunk, amelyek mindegyike 100 ml
termeld taptalajt tartalmazott, ezeket 5%-ra oltottuk és 28°C-os meleg kamraban 210-es
fordulatszamu rotacios késziiléken 6 napon at razattuk.

A termelo feliiliszokat és biomasszékat centrifugaltuk, és 1-2 napon at -20°C-on
fagyasztoban taroltuk, majd ezeket a termékeket az extrakcidjukat megel6zGen felen-
gedtiik.

Az 54,9 g biomasszat egy edényben 250 ml diklérmetan és 250 ml metanol ele-
gyével 10 oran 4t kevertiik. Ezutan a szuszpenziot szirtiik, és a kapott tiszta oldatot
forgd késziilékben szarazra paroltuk.

Az 1,4 g szaraz maradékot 17,5 ml metanollal feliszapoltuk, és a kapott szus z-
penzidt 3000-es fordulatszammal 15 percen at centrifugaltuk. A centrifugalaskor kapott
feliiluszot 6sszegyjtottiik, ez alkotta a biomassza extraktumot.

Ezt az extraktumot higitasban vizsgaltuk a PBR receptorhoz valo két6dés gatl a-

sa szempontjabol, és az 1/3750-es higitasnal 50%-os gatlast kaptunk (ID 5o = 37507).
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A felengedett feliiliszd 1400 ml-¢hez 160 g XAD 16 polisztirol-divinilbenzol
gyantat (Rohm & Haas) adtunk, és a szuszpenzidt 15 6ran at kevertiik. Ezutan a gyan-
tat kisz{irtiik, a sziirletet eltavolitottuk, €s a gyantat 3 6ran at 200 ml oldattal kezeltiik,
amely 25% metanolt tartalmazott vizben.

A gyantat kiszirtiik, €s ezt a masodik szirletet eltavolitottuk. A gyantat ezutan
harom hasonl6 kezelésnek vetettiik ala, két alkalommal 200-200 ml metanollal és végiil
200 ml acetonnal. Ezt az utolsé harom sziirletet egy gdmblombikban egyesitettiik és
forgd késziilékben vakuumban bepéroltuk. A 2,2 g szaraz maradékot 17,5 ml metanol-
lal feliszapoltuk, és a kapott oldat képezte a feliilisz6 ex traktumat.

Ezt az extraktumot higitdsban vizsgaltuk a PBR receptorhoz valé két6dés gatla-
sa szempontjabol, és 1/940-es higitasnal 50%-os gatlast kaptunk (ID s, = 940™).

C) példa
SRL 5189

A fenti eljarést kovettiik, és

- a Petri-csészékben val6 szubtenyésztéshez agar taptalajt,

- folyékony elGtenyésztési taptalajt,

- folyékony termeld taptalajt és

10 darab 500 ml-es kénuszos lombikot alkalmaztunk, amelyek mindegyike 100 ml
termeld téptalajt tartalmazott, ezeket 5%-ra oltottuk és 28 °C-os meleg kamraban 210-
es fordulatszadm rotacids késziiléken 8 napon at razattuk.

A termeld feliiliszokat és biomasszakat centrifugaltuk, majd 1-2 napon at -
20°C-on fagyasztoban taroltuk, végiil ezeket a termékeket az extrakcidjuk elvégzése
el6tt felengedtiik.

A 69,5 g biomasszat egy edényben 150 ml diklérmetan és 150 ml metanol ele-
gyével kevertiik 10 dran at. A szuszpenziot ezutan sziirtiik, és a kapott tiszta oldatot
forgo késziilékben szérazra paroltuk. Az 1,5 g szdraz maradékot 12,5 ml metanollal

feliszapoltuk, €s a kapott oldatot 3000-es fordulatszam mellett 15 percig centrifugaltuk.
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A centrifugdlas soran kapott feliiliszdt 6sszegytijtottiik, ez alkotta a biomassza-
extraktumot. Ezt az extraktumot higitasban értékeltiik a PBR receptorhoz vald kotédés
gatlasa szempontjabol, és 1/2600-as higitasnal 50%-os gatlast kaptunk (IDso = 2600™").
A felengedett feliiliszé 1000 ml-éhez 100 g XAD 16 polisztirol-divinilbenzol
gyantat (Rohm & Haas) adtunk, és a szuszpenziot 15 6ran at kevertiik. A gyantat ez-
utan kisz{rtiik, a sziirletet eltavolitottuk, és a gyantat 150 ml 25%-o0s vizes metanol-
oldattal kezeltiik 3 Oran at. A gyantat ezutan kiszirtiik, és ezt a masodik sziirletet elt a-

volitottuk. A gyantat ezt kévetéen harom hasonld kezelésnek vetettiik ala, két alk a-

lommal 150-150 ml metanol és végiil 150 ml aceton alkalmazasaval. Ezt a harom uto1
s6 sziirletet egy gomblombikban egyesitettiik €s forgd késziilékben vakuumban bepa-
roltuk. Az 1,7 g szaraz maradékot 12,5 ml metanollal feliszapoltuk, és a kapott oldat
alkotta a feliilusz6 extraktumat.

Ezt az extraktumot higitasban értékeltiik a PBR receptorhoz valé két6dés gatlasa
szempontjabol, és 1/600-as higitasnal 50%-os gatlast kaptunk (ID 5o = 5007).

A talalmany szerinti készitményekben azt az anyagot, amely a PBR-hez ko6tédik,
elénydsen 0,00001-20 tdmeg% mennyiségben alkalmazzuk a készitmény teljes tome-
gére vonatkoztatva, és kiiléndsen 0,001-10 tdmeg% mennyiségben a készitmény teljes
tomegére vonatkoztatva.

A taldlmany szerinti készitmények a topikalis alkalmazashoz rendszerint hasz-
nalt barmely forméban megjelenhetnek.

A talalmany szerinti készitményekben a kiilonféle alkotorészek mennyisége
osszhangban van az adott teriileten hagyomanyosan alkalmazottal és megfelel az adott
megjelenési forménak.

A talalmany szerinti készitmények a topikalis alkalmazashoz egy a bérrel kom-
patibilis kdzeget tartalmaznak. Ezek a készitmények kiilon6sen vizes, alkoholos vagy
vizes-alkoholos oldatok, gélek, viz-az-olajban vagy olaj-a-vizben emulziok lehetnek,

amelyek krém vagy gél, mikroemulzid vagy aeroszol vagy ionos és/vagy nemionos
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lipideket tartalmazo6 vezikularis diszperzidk formajaban jelenhetnek meg. Ezeket a ki-
szerelési formakat az adott teriileten szokdsos mddszereknek megfelelden allitjuk eld.

Ezek a topikalisan alkalmazhat6 készitmények kiilonosen kozmetikai vagy bdr-
gyogyaszati védokészitmények, arc, nyak, kéz vagy test kezelésére vagy apolasara al-
kalmas készitmények (példaul nappali krémek, éjszakai krémek, napelleni krémek
vagy olajok vagy testapold tejek), make-up készitmények (példaul alapozok) vagy
mesterséges barnito készitmények lehetnek.

Amikor a talalmany szerinti készitmény emulzid, a benne lev§ zsiros anyagok
aranya 5 és 80 tomeg% ko6zotti és elénydsen 5 és S0 tomeg% kozotti a készitmény tel-
jes tomegére vonatkoztatva. Az emulzid forméju készitményekben hasznalt zsiros
anyagokat és emulgeéaloszereket a kozmetikaban vagy bérgyogyaszatban hagyomany o-
san alkalmazottak ko6ziil valasztjuk.

A taldlmany szerinti készitményben hasznéalhaté zsiros a-nyagokra példaként az
asvanyi olajokat (vazelin), ndvényi olajokat (a karitvaj folyékony frakcidja) és ezek
hidrogénezett szarmazékait, llati olajokat, szintetikus olajokat (perhidro-szkvalén),
szilikonolajokat (polidimetilsziloxan) €s a fluorolajokat emlitjiik. Tovabbi szamitasba
johetd zsiros anyagok tébbek kozott a zsiralkoholok (cetil-alkohol vagy sztearil-
-alkohol), a zsirsavak (sztearinsav) €s a viaszok.

A készitményben az emulgeédloszerek 0,3 és 30 tomeg% kozotti, elénydsen 0,5
és 30 tomeg% kozotti mennyiségben lehetnek jelen a készitmény teljes toémegére v o-
natkoztatva.

A taldlmany szerinti kozmetikai vagy borgyogyaszati készitmények ismert m 6-
don olyan adjuvansokat is tartalmazhatnak, amelyek a megfeleld teriileteken szokas o-
sak, példaul hidrofil vagy lipofil zselésitd szereket, tartdsitoszereket, antioxi-dansokat,
olddszereket, illatanyagokat, toltéanyagokat, sziir6ket és szinezGanyagokat. Emellett
ezek a készitmények hidrofil vagy lipofil hatéanyagokat is magukban foglalhatnak.

Ezeknek a kiilonféle adjuvansoknak vagy hatéanyagoknak a mennyisége megfelel a
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kozmetikaban vagy bérgyogyaszatban hagyomanyosan alkalmazottnak, és példaul 0,01
és 20 tomeg% ko6zotti a készitmény teljes tomegére vonatkoztatva. A természetiiktdl
fiiggben ezeket a hatéanyagokat a zsiros fazisba, a vizes fazisba és/vagy a lipid
vezikulumokba vezethetjiik be.

A talalmény szerinti készitmények hatdéanyagaira példaként kiilondsen az olyan
hatéanyagokat emlitjiik, amelyekkel a rancok vagy finom vonalak kezelhetdk, kiilon 6-
sen a keratolitikus hatéanyagokat. A "keratolitikus" megfogalmazas olyan hatéanyagra
utal, amely hamlaszté vagy d6rzsolé tulajdonsagokkal rendelkezik, vagy olyan hat6-
anyagra, amely képes a szarus réteget megpuhitani.

Ezek koziil az aktiv anyagok koziil, amelyekkel a rancok €s finom vonalak kee-
zelhetOk, és amelyeket a jelen taldlmany szerinti készitmények tartalmazhatnak, kiil 6-
nosen a hidroxisavakat €s a retinoidokat emlithetjiik.

A hidroxisavak lehetnek példaul a-hidroxisavak vagy B-hidroxisavak, amelyek
egyenes vagy elagazo lanctak vagy gytirtisek, és telitettek vagy telitetlenek lehetnek. A
szénlanc hidrogénatomjai halogénatomokkal, 2-18 szénatomos alkil-, acil-, aciloxi-,
alkoxikarbonil- vagy alkoxicsoportokkal lehetnek helyettesitve.

A talalmény szerint alkalmazhat6 hidroxisavak koziil kiilondsen emlitésre méltd
a glikolsav, a tejsav, az almasav, a borkdsav, a citromsav, a 2-hidroxialkdnsav, a man-
dulasav, a szalicilsav €s annak alkil-szarmazékai, példaul az 5-(n-oktanoil)-szalicilsav,
az 5-(n-dodekanoil)szalicilsav, az 5-(n-dekanoil)-szalicilsav, az 5-(n-oktil)szalicilsav,
az 5-(n-heptiloxi)-szalicilsav vagy a 4-(n-heptiloxi)szalicilsav, és a 2-hidroxi-3-
metilbenzoesav vagy annak alkoxilezett szarmazékai, példaul a 2-hidroxi-3-metoxi-
benzoesav.

A retinoidok koézelebbrdl a retinsav és szarmazékai, a retinol (A vitamin) és an-
nak észterei, igy a retinil-palmitat, a retinil-acetat vagy a retinil-propionat és soi lehet-

nek.
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Ezeket a hatdanyagokat kiilonésen 0,0001 és 5 tomeg% ko6z6tti mennyiségben

alkalmazhatjuk a készitmény teljes tomegére vonatkoztatva.
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Szabadalmi igénypontok:

1. Legalabb egy a periférias benzodiazepin receptorhoz vagy a PBR-hez k6t6d6
anyag alkalmazasa kozmetikai, gyogyaszati vagy borgydgyaszati topikalis készitmé-
nyek eldallitasara kutan stressz kezelésére.

2. Legalabb egy a PBR-hez k6t6d6 anyag alkalmazasa kozmetikai és/vagy bdr-
gyogyaszati, a rancokat csokkentd, a nap altal okozott bérpirossagot csékkentd vagy
szabad gyokokkel szemben védd topikalis készitmény elballitasara.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti alkalmazas, azzal jellemezve, hogy a PBR-
hez k6t6d6 anyag egy PBR agonista, amelyet szintetikus molekulak, természetes
extrakcids anyagok és fermentacidval kapott anyagok k 6ziil valasztunk.

4. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti alkalmazas, azzal jellemezve, hogy
az PBR-hez k6t6d6 anyag az Ro 5-4864.

5. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti alkalmazas, azzal jellemezve, hogy a
PBR-hez k6t6d6 anyag egy fermentacidval kapott anyag.

6. Az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti alkalmazas, azzal jellemezve, hogy
az anyag a kozmetikai vagy borgyogyaszati készitményben 0,00001 és 20 témeg% ko-
zO6tti mennyiségben van jelen a készitmény teljes tomegére vonatkoztatva.

7. Az 1-6. igénypontok barmelyike szerinti alkalmazas, azzal jellemezve, hogy
az agonista anyag a kozmetikai vagy borgydgyaszati készitményben 0,001 és 10 t6-
meg% kozotti mennyiségben van jelen a készitmény teljes tomegére vonatkoztatva.

8. Az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti alkalmazas, azzal jellemezve, hogy a
készitmény hidroxisavat és/vagy egy retinoidot is tartalmaz.

9. A 8. igénypont szerinti alkalmazas, azzal jellemezve, hogy a hidroxisavat o-
hidroxisavak és B-hidroxisavak koziil valasztjuk, amelyek egyenes vagy elagazé lancu-

ak, gytriisek, és telitettek vagy telitetlenek lehetnek.
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10. A 9. igénypont szerinti alkalmazas, azzal jellemezve, hogy a retinoidot a
retinsav €s annak szarmazékai, valamint a retinol és annak észterei koziil valasztjuk.

11. Kozmetikai és/vagy borgyogyaszati topikalis készitmény, azzal jellemezve,
hogy hatéanyagként egy a PBR-hez k6t6d6 anyagot tartalmaz.

12. A Nocardia fajhoz tartoz6 SRL 4988 jel torzs, amely a Pasteur Intézet
C.N.C.M. (Collection Nationale de Cultures et Microorganismes) gytlijteményében I-
2305 szam alatt van deponalva, és annak termelé mutansai.

13. A Streptomyces fajhoz tartozé SRL 5186 jeli torzs, amely a Pasteur Intézet
C.N.C.M. gytijteményében 1-2306 szam alatt van deponalva, és annak termel4 mutan-
sai.

14. Az Actiosinnema fajhoz tartozé SRL 5189 jeld torzs, amely a Pasteur Intézet
C.N.C.M. gytijteményében [-2307 szdm alatt van deponalva, és annak termel3 muta n-

sai.
15. Kozmetikai és/vagy borgyogyaszati topikalis készitmény, azzal jellemezve,

hogy hatéanyagként egy a 12-14. igénypontok szerinti térzsek fermentalasaval kapott

anyagot tartalmaz.
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testtel végzett analizise A431 keratinocitdkon (z61d szinez6dés)
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A referencia ligandumnak, a [*H]-PK11195-nek a
Ro 5-4864 (periférias ligandum), a klonazepam
(centrélis ligandum) és a diazepam (vegyes

ligandum) altali helyettesitési gorbéje
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PURNE KNSV

A PBR részvétele a hematoﬁbfé;ikils éejteknek az oxigénezett gyokok altal okozott

karosodassal szembeni védelmében . L

NI LU o W

Osszefiiggés a PBR [A] és

a Bcl-2 [B] kifejez6dési

szintje €s a H,O, toxici-

1CS0 (pM)

tasaval szembeni rezisz-

tencia kozott

A H,0, azon koncentracioi,
amelyek 24 dras inkubalas
utan 50%-os toxicitést in-
dukalnak [ICs], a PBR vagy
a Bcl-2 helyek szaménak

fiiggvényében vannak kifejeve.
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A centralis és a periférids benzodiazepin receptorok
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