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A taldlmany targyat az (1) képletii chrysanthon A, a (1) képleti
chrysanthon B és a (lll) képletld chrysanthon C antangiogén hatasu
gyoégyszer eldallitasara szolgaldé alkalmazasa képezi.

Az alkalmazas eredményeképpen elbdallitott gydbgyszerek a kovet-
kez6 betegségek kezelésénél hasznalhaték példaul: daganatos jelle-
gl betegségek, tumor metasztazisok prevencidjara és kezelésére,
iziileti gyulladassal jaré betegségek, diabéteszes retinopathia,

psoriasis, kréonikus gyulladasos betegségek és atherosclerosis.
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Angiogén hatasu természetes vegyiilet alkalmazasa
Frtepoede imduse b el aicion

A taldlmany targya természetes eredetii vegyilletek alkalmazasa
rendellenes angiogenezissel (érképzéssel) kapcsolatos kérképekben.

Az érképzés normalisa feln6ttben nem lathatoé, de a normal mi-
kédéshez tartozik példaul sebgydgyulas esetén vagy a méhnyalkahar-
tya helyreallitasakor a néi reprodukciés ciklus soran.

Angiogén valasz stimulalhato élettanilag, ha az érmikdédés csok-
ken és a szdveti vérataramlas elégtelen.

Altalanosabban azt mondhatjuk, hogy élettani kérilmények koé-
z06tt az angiogenezis pozitiv visszacsatolast képez valaszul az elégte-
len vérataramlasra vagy az oxigén- és tapanyagellatas csékkenése
esetén, ami példaul akkor fordulhat elé, ha egy verdér elzarédik,
szbvetek nagymértéki ndvekedése esetén (példaul az izomszdvet
képzodést kisérd neovaszkularizacié) és megnoévekedett fizikai terhe-
lés esetén a megndvekedett oxigén és tapanyag igénnyel 6sszeflg-
gésben.

Helyi ischaemia esetén egy artéria részleges vagy teljes elzaré-
dasa miatt a kollateralis véredények kifejlédése sziikséges az at-
aramlas fennmaradasa érdekében.

Az angiogenezis normal folyamatat a proangiogén molekulak,
mint a fibroblaszt névekedési faktor (FGF), a placenta ndvekedési
faktor, a vaszkularis endothelialis névekedési faktor (VEGF), a
transzformaldé novekedési faktor (TGF), az angiogenin, az interleukin-
8 és a hepatocita novekedési faktor, és a negativ angiogenezis sza-

balyzok, mint a thrombospotin-1, az angiostatin, az alfa-interferon, a
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prolaktin 16-Kd-os fragmentuma, a metallo-proteinaz (MMPS) gatlok,
a 4-es thrombocita faktor és a genisteine kozti egyensuly modulalja.

Kozismert, hogy egy elsédleges tumor névekedésének kedvez,
ha a tumorszévet jol vaszkularizalt. A megfelelé oxigén- és tapanyag-
kinalat elésegiti a daganat gyors névekedését.

Kimutattak, hogy a nagymérték( angiogenezis kiugréan negativ
faktor lehet a daganatok kaérjéslataban [van Hinsbergh VW, Collen A,
Koolwijk P; Ann. Oncol., 10 Suppl., 4:60-3, (1999); Buolamwini JK;
Curr., Opin., Chem., Biol., 3(4):500-9, (1999. augusztus)].

Ugyancsak ismert a daganatos megbetegedések teruletén, hogy
a daganatsejtek biologiajaban alapveté jellemz6 a metasztatizald ke-
pesség.

A metasztatizalé tumorsejtek képesek elszakadni a kérnyezé
strukturaktol, betérnek a vér- és nyirokerekbe, és tavolabb kolonizal-
nak mas szoveteket, ahol folytatjak 6nmaguk Gjratermelését.

A metasztatizalédas a betegség kortorténetében is kritikus ese-
mény, minthogy a rakos halalozas f6 okozéja. Ez szoros Osszefug-
gésben all a vaszkularis szovet jelenlétével a daganat helyén vagy a
szomszédos terilleteken, és eldsegiti ezt a folyamatot.

A daganatsejtek vandorlidasa a kérnyez6 struktirakon keresztil
lehetdvé teszi a sejtek szamara a tumoron belili erek eléréseét, akar
korabban meglévéét vagy neoangiogenezis révén képzodottét, es igy
bejutnak a vérkeringésbe [Ray JM., Stetler-Stevenson WG, Liotta
LA., Respir. J., 7(11):2062-72, (1994),; Stetler-Stevenson WG, Liotta
LA, Kleiner DE Jr; FASEB J., 7(15):1434-41, (1993 december)].



A nyirok- és vérerek kozti 6sszekottetés a daganat vaszkularizalt
részén lehetéve teszi a daganatos sejtek mindkét érrendszerbe valo
bejutasat.

Jelenlegi vizsgalatok kézvetlen kapcsolatot mutattak ki az
angiogenezis és izuleti betegség kozott [Koch AE; Arthritis and
Rheumatism 41, 951-962, (1998)]. Részletezve: kimutattak, hogy az
izuleti porcok neovaszkularizaciéja dénté szerepet jatszik a pannus
(értartalmu kotdszovet) képzbdésben és az izuleti gyulladas sulyos-
bodasaban. A normal porc nem tartalmaz vérereket, mig az izuleti
gyulladasban szenvedé betegek szinovialis folyadékaban egy —
endothel sejtek altal termelt — angiogenezis-stimulalé faktor (EASF)

van jelen.

E faktor jelenléte a porc vaszkularizacidjaval és a porc karoso-

dasaval all kapcsolatban.

Mas betegségek is mutatnak 6sszefiiggest koros
angiogenezissel.

Azt talaltak, hogy diabéteszes retinopathia [Histol. Histophol
14(4):1287-94, (1999. okt.)], psoriasis [Br. J. Dermatol, 141(6):1054-
60, (1999. dec.)], kronikus gyulladas és atherosclerosis [Planta Med.
64(8):686-95; (1998 dec.)], esetén az érintett szovetek
neovaszkularizaciéja sulyosbité tényezo.

fgy a neovaszkularizacié korlatozasa alapvetd eleme ezen beteg-
ségek gyogyitasanak és kézben tartasanak.

A human terapiaban alkalmazhaté antiangiogén hatasu termesze-
tes eredetli vegyiiletek mar ismertek.

Példaul a fumagillin, egy az Aspergillus fumigatus gombabol ki-

vont vegyulet, jelentés antiangiogén képességgel rendelkezik. Mes-
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terséges szarmazéka, a TNP-470 klinikai kisérleti stadiumaban van
daganatok kezelésére [Griffith EC, Proc. Nath. Acad. Sci, USA 95(26)
15163-8 (1998)].

A combrestatin, egy afrikai fiizfa kérgébdl kivont hatéanyag ha-
tékony gatléja a neovaszkularizacionak, és kozvetlenll és szelektiven
hat az éppen aktualisan képz6dott véredenyek endotheljére [Cancer
Research, 57, 1829 (1997)]. Ezt a vegylletet most vetették ala fazis |
klinikai vizsgalatoknak, és ezutan vetik ala fazis Il vizsgalatoknak
mint angiogenezis gatlot.

A curcuminok, amelyek a Curcuma longabél izolalt fenolos
vegyilletek, az angiogenezist kézvetlenul az endothelium
morfogenezisére hatva gatoljak szamos protedaz hatasanak befolyaso-
lasa révén [Cell Growth Diff. 9(4), 305-12 (1998)].

A cinnamaldehidek, a Cinnamomum cassia Blume kérgébdl izo-
lalt vegyilletek szamottevé antiangiogen tulajdonsagot mutattak, ero6-
sebbet, mint a tébbi természetben elé6fordulé vegyilet, mint a
genistein, hasonlo hatasmechanizmussal [Bioorganic and Medicinal
Chemistry Letters, 7(19), 2473-6 (1997)].

Az utébbi években tortént fejlédés ellenére szamos szakember a
farmakoldgiai kutatasok ezen teriletét az orvostudomany az egyik
legigéretesebb teriiletnek tartja koros angiogenezissel jellemezheto
betegségek, és kiulénosen daganatok kezelésére szolgalo uj gyogy-
szerek felfedezése szempontjabol.

Ezen betegségek esetében még kevéssé felismert sziltkség van
olyan uj vegyiiletekre, amelyek képesek az ezen megbegedésekert
felelds koros angiogenezis mechanizmusanak gatlasara vagy meg-

akadalyozasara, és igy lehetévé valik gyogyitasuk.



Amint mar emlitettuk, ilyen betegségek kozé tartoznak az izuleti
gyulladasok, daganatok, diabéteszes retinopathia, psoriasis, kronikus
gyulladas és atherosclerosis.

Egy természetben el6fordulé gomba eredeti termék, a
chrysanthon A, egy Nasini és munkatarsai altal az Ascochyta
chrysanthemi gombabal izolalt metabolit [Phytochemistry 29, 923
(1989)] bakteriosztatikus és gombaellenes hatasinak mutatkozott. E
gombatorzsén végzett tovabbi vizsgalatok lehetéve tették két masik
chrysanthon A-val kapcsolatos vegyilet izolalasat, pontosabban a
chrysanthon B-ét és a chrysanthon C-ét, melyeket Nasini és munka-
tarsai izolaltak [Phytochemistry Vol. 29, No. 8, 2499-2502. oldal
(1990)].

Jelenleg azt talaltuk, hogy a chrysanthon A, chrysanthon B és
chrysanthon C antiangiogén hatassal rendelkeznek, igy alkalmas sze-
rek kéros angiogenezissel jellemzett betegségek kezelésére.

A jelen talalmany szerinti vegyiiletek a kovetkezok:

az (1) képletl chrysanthon A, melyet a Phytochemistryben [29,
923 (1989)] ismertetnek;

a (I1) képletii chrysanthon B, melyet a Phytochemistryben [Vol.
29, No. 8, 2499-2502. oldal (1990)] ismertetnek és

a (I11) képleti chrysanton C, melyet a Phytochemistryben [Vol.
29, No. 8, 2499-2502. oldal (1990)] ismertetnek.

A talalmany szerinti vegyuletekrél kitlint, hogy antiangiogén ha-
tassal rendelkeznek, és igy alkalmas szerek lehetnek kéros

angiogenezissel jellemzett betegségek kezelésére.



A jelen talalmany tovabbi targya chrysanthon A vagy chrysanthon
B vagy chrysanthon C alkalmazasa antiangiogén hatasi gyoégyszer
eléallitasara.

A jelen talalmany tovabbi targya chrysanthon A vagy chrysanthon
B vagy chrysanthon C alkalmazasa tumor-tipust betegségek kezelé-
sére.

A jelen talalmany targya tovabba a chrysanthon A vagy
chrysanthon B vagy chrysanthon C alkalmazasa tumor metasztazisok
megelézésére és csdkkentésére.

A jelen talalmany targya tovabba chrysanthon A vagy
chrysanthon B vagy chrysanthon C alkalmazasa izlleti gyulladéasal ja-
ré6 betegségek kezelésére.

A jelen talalmany targya tovabba chrysanthon A vagy
chrysanthon B vagy chrysanthon C alkalmazéasa diabéteszes
retinopathia kezelésere.

A jelen talalmany targya tovabba chrysanthon A vagy
chrysanthon B vagy chrysanthon C alkalmazasa psoriasis kezelésére.

A jelen talalmany targya tovabba chrysanthon A vagy
chrysanthon B vagy chrysanthon C alkalmazasa krénikus gyulladasos
betegségek kezelésére.

A jelen talalmany targya tovabba chrysanthon A vagy
chrysanthon B vagy chrysanthon C alkalmazasa atherosclerosis keze-
lésére.

A jelen talalmany szerinti vegylletek eléallithatok a
Phytochemistry 29, 923 (1989) és a Phytochemistry Vol. 29. No. 8,
2499-2502. oldalak (1990) ismertetése alapjan.
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Az alabbiakban szamos kisérleti adatot ismertetunk a talalmany
szemléltetésére.

1. példa
A chrysanthon A hatasvizsgalata

Ezen vegyiulet farmakolégiai hatasat olyan prediktiv biologiai
vizsgalatok atjan mértuk, amelyek reprodukaljak a f6 angiogén me-
chanizmusokat in vitro. Ezeket a vizsgalatokat altalanosan alkalmaz-
zak az értékelend6 vegylletek pro- vagy antiangiogén hatasanak meé-
réseéere.

Toxicitasvizsgalatok

A chrysanthon A sajat (intrinsic) toxicitasanak ertékelését
suraminnal valé 6sszehasonlitassal végeztik, az alabb ismertetésre
keriil6 Szulforhodamin B (SRB) citotoxicitas teszttel.

Marha mikrovaszkularis endothel sejteket (BMEC) szélesztettiink
3000 sejt/lyuk slriségben 96-lyukt mikrotiter lemezekre normal te-
nyésztékdzegben (200 pl/lyuk). A kévetkezé napon a vizsgalati ve-
gyileteket skalaris koncentracioban hozzaadtuk a lyukakhoz. A
sejtszélesztést kovetdé harmadik napon a kdzeget eltavolitottuk és
PBS-sel haromszor atmosast végeztiink. Az a&tmosasok végén minden
lyukhoz 200 pl tenyésztékozeget adtunk, és a lemezeket a kovetkez6
48 o6rara 37 °C-o0s, 5 % CO, tartalma inkubatorba helyeztuk. Ezen in-
kubacios periddus végén a kozeget eltavolitottuk, és a sejteket 15 %-
os triklor-ecetsavas (TCA) oldattal 1 6ran at hidegen kezeltik. A lyu-
kakat haromszor atmostuk desztillalt viz‘zel, melynek soran a lemezt
bemeritettiik, majd felforditva kivettik. 200 pl/lyuk 1 %-os ecetsav-

ban oldott 0,4 % SRB-t adtunk a lemezekhez, és 30 percig inkubaltuk
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azokat. A lyukakat haromszor atmostuk 1 %-os ecetsavval, és vegul
200 pl/lyuk 10 mmolos Tris-t adtunk hozzajuk.

A lyuk festédését spektrofotometrias leolvasassal mértiuk 540 nm
hullamhossznal. A vizsgalt vegyuletet és a kontrollokat tartalmazo
lyukaknal nyert értékek 6sszehasonlitasa lehetévé tette a jelen talal-
many szerinti vegyuletet ICso €s ICq értékeinek meghatarozasat, me-
lyek 50 %-os citotoxikus hatasuaként (ICso), illetve maximalis nem
citotoxikus koncentraciéként (ICo) hatarozhatéok meg.

A kapott eredmények, melyeket az 1. tablazatban tuntettunk fel,
azt mutatjak, hogy a chrysanthon Az ICso értéke 1,5 umol/l BMEC-n.

Kemotaxisvizsgalat

Ez a vizsgalat az elsd szlrévizsgalat a potencialis angiogenezist
gatlé vagy elésegité hatassal rendelkezé vegyiiletek esetében
[Glaser . B. M. és munkatarsai, Nature, 288:483-4 (1998)].

Az A chrysanthont — a jelen talalmannyal kapcsolatos vegyluletek
egyikét — kemotaxis vizsgalatnak vetettilk ala Boyden-kamra segitse-
gével [Werner F., Goodwin R. H. és Leonard E. J., Journal of
Immunology Methods, 33:239-247(1980)].

Ezen in vitro vizsgalat megvalositasahoz sziukséges volt
marhaendothelialis sejtek izolalasa és tenyésztése mind az aortabol
(BAEC), mind a melléékvesevel6bdl (BMEC), valamint a megfelel6 re-
ferenciavegyilletek meghatarozasa. A Boyden-kamra kemotaxis vizs-
galatban val6é alkalmazasanak egyik elénye kvantitativ adatok nyeré-
sének a lehetésége. A Boyden-kamra 8 pm pérusnagysagu
polikarbonat sziirével elvalasztott felsd és also uregbdl all. A
kemoattraktanst tartalmazoé oldatot az alsé Uregbe helyezziuk, mig a

sejteket a fels6 uregbe. Inkubacids periédus utan a kemotaktikus
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stimulusra valaszul a sziirén atvandorolt sejtek a membran also fel-
szinén megszamlalhatok.

A kemotaxis vizsgalatban a kivalasztott kemoattraktans marha-
szérum volt (1 % DMEM kultara kézegben). A BMEC endothelium sej-
teket DMEM-ben reszuszpendaltuk 1 % marha szérumalbuminnal
(BSA), és ebben a vizsgalatban 4 6ran at elemeztiuk. A kemotaxist
koézvetlen fénymikroszképos sejtszamlalassal mértiuk. A szazalékos
vandorlast — amit a kemotaxis tablazat mutat — ,% migracio”-kent
fejeztik ki az alabbi képlet szerint:

(T-C/C) x 100
ahol
T = a vizsgalt mintaban a vandorl6 sejtek atlagos szama (n°), és
C = a kontroll esetben a vandorlé sejtek atlagos szama.

Mindegyik kemotaxis kisérletnél alkalmaztunk kontrollt, ami olyan
sejtekbdl allt, amelyeket nem kezeltiink a vizsgalando6 vegyulettel, és
amelyek a szérum felé vandoroltak.

A vandorlé sejtek atlagos szama lyukanként 5 mikroszképos lato-
tér leolvasasara vonatkozik mintanként 4 figgetlen kemotaxis lyuk

esetén.

Szokvanyosan suramin alkalmazandé referencia vegyilletként a

kemotaxis vizsgalatokban.
A kapott eredményeket az 1. tablazatban ismertetjuk, ami azt
mutatja, hogy két fuggetlen kisérletben, melyekben az ICso-nek meg-

felelé 0,4 umol/l chrysanthont alkalmaztunk, a BMEC migracibégatlas

44 % + 0,7, illetve 52 % + 2,8 volt.
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1. tablazat

BMEC-re vonatkozd toxicitas

Név ICso ICo % migracio
ICo
Suramin > 500 puM 100 pM 100 uM= -58

(referencia)

Chrysanthon A 1,5 n 0,4 uM 0,4 uM=-44/-52

2. példa

A chrysanthon C hatasvizsgalata

Toxicitasvizsgalat

Ezt a vizsgalatot az 1. példaban ismertetett eljaras szerint
végeztuk el.

A kapott eredmények — melyeket a 2. tablazatban ismertetink -
azt mutatjak, hogy a chrysanthon C BMEC-re vonatkoztatott ICso ér-
téke 35 umol/l.

Kemotaxisvizsgalat

Ezt a vizsgalatot az 1. példaban ismertetett eljaras szerint
végeztik el.

A kapott eredmények — melyeket a 2. tablazatban ismertetink —
azt mutatjak, hogy az IC, értéknek megfelelé6 10 umol/l chrysanthon

C-t alkalmazva a BMEC migracié gatlas 54 % + 7,6 volt.
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2. tablazat

BMEC-re vonatkozo toxicitas

Név ICsp ICo % migracio
iICo
Suramin > 500 pM - 100 uM 100 uM= -58
(referencia)
Chrysanthon C 35 p 10 pM 10 uM=-54
3. példa

Human tumor sejtvonalakon chrysanthon A-val végzett

citotoxicitasvizsgalatok

Ezt a kisérletet az 1. példaban ismertetett toxicitasvizsgalat al-

kalmazasaval véeztik el.

A kdvetkezd négy human tumor sejtvonalat vizsgaltuk: MCF-7;

Mes-Sa; LoVo és LoVo-Dx.

A kapott eredmények — melyeket a 3. tablazatban ismertetiink -
azt mutatjak, hogy a chrysanthon A kézvetlen citotoxikus hatassal

rendelkezik a vizsgalt tumor sejtvonalakra.
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3. tablazat

|C5o MCF-7 |C5o Mes-Sa |C5o LoVo |C50
sejtvonal sejtvonal sejtvonal LoVo-Dx
sejtvonal

Chrysanthon |[11,6 + 0,7 uM|7,8 + 0,2 uM  |15,8 + 0,4 pM |80 + 4 pM

A
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Szabadalmi igénypontok

1. Az (I) képletl chrysanthon A alkalmazasa antiangiogén hatasu

gyogyszer eldallitasara.

2. A () képleti chrysanthon B alkalmazéasa antiangiogén hatasu

gyogyszer elballitasara.

3. A (I1l) képletli chrysanthon C alkalmazasa antiangiogén hatasu

gyoégyszer elballitdsara.

4. Az 1., 2. vagy 3. igénypont szerinti alkalmazas daganatos jel-

legi betegségek kezelésére.

5. Az 1., 2. vagy 3. igénypont szerinti alkalmazas tumor
metasztazisok prevencidjara és kezelésére.

6. Az 1., 2. vagy 3. igénypont szerinti alkalmazas izuleti gyulla-
dassal jaré betegségek kezelésére.

7. Az 1., 2. vagy 3. igénypont szerinti alkalmazas diabéteszes

retinopathia kezelésére.

8. Az 1., 2. vagy 3. igénypont szerinti alkalmazas psoriasis keze-
lésére.

9. Az 1., 2. vagy 3. igénypont szerinti alkalmazas krénikus gyul-
ladasos betegségek kezelésére.

10. Az 1., 2. vagy 3. igénypont szerinti alkalmazas

atherosclerosis kezelésére.

A meghatalmazott:
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SO LD szabadalmi figyvivé
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