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A talalmany targya kannabinoid-vegytiletek (a tetrahidrokannabinol szar-

mazekal) alkalmazasara vonatko (!k emlosben a sejtburjanzas csokkentésére,
See (“\‘ Ceb ape LE sl oo tetle Aecven .
‘KozelebBral a talalmany 8¢ -

egy (ll) altalanos képleti vegylletet

albolac Ze i voratloesl .
ahol a képletben

R’ jelentése hidrogénatom, -COCHs vagy -COCH,CHy;

R? jelentése egy elagazo6 szénlancu Cs 42 alkilcsoport, mely egy terminalis
aromas gydirt tartalmaz, vagy egy elagazé -OCHCH;(CHz)malkil-csoport, mely
egy terminalis aromas gydirit tartalmaz, és ahol m = 0-7,;

R3 jelentése hidrogénatom, C4.galkil- vagy C4.s alkanolcsoport;

Y jelentés nélkili vagy jelentése egy athidalé6 NH-csoport vagy oxigén-
atom,;

azzal a kik6téssel, hogy amennyiben Y jelentése oxigénatom és R; jelen-

tése elagazé Cs.q; alkilcsoport, akkor R; jelentése -CHCHj csoporttél eltéré.

Felewzs beplet (1)
e
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A talalmany targyat egy olyan médszer képezi, mellyel a sejtburjanzas
csékkenthetd egy emlésben.

A Cannabis névényben talalhat6 pszichoaktiv anyag a tetrahidrokanna-
-binol (THC). A THC a pszichoaktivitasan kiviil még szamos élettani hatassal
bir (pl. mint gyulladascsokkenté vagy fajdalomcsillapito), ezeért a vegyllet sza-
mos szarmazéka — amely megtartja a THC kedvez6 biokémiai vagy farmakol6-
giai aktivitasat a hozzaszokas lehetésége vagy a pszichoaktiv hatas nelkal —
hasznosan alkalmazhat6 és ezeket lehetséges gyodgyszerként szintetizaltak.

A THC és néhany szarmazékahoz kapcsolédé egyik ilyen aktivitas a sejt-
burjanzas gatlasa. Azonban ez a hatas is - a pszichoaktivitashoz hasonléan — a
CB1 kannabinoid-receptorhoz val6 kétédéstdl figg (Galve-Ropert és mts., Nat.
Med., 2000, 6: 313-319. oldalak; De Petrocellis és mts., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 1998, 95: 8375-8380. oldalak; és Bisogno és mts., Eur. J. Biochem.,
1998, 254: 634-842. oldalak). Utébbi miatt a THC nem pszichoaktiv szarmaze-
kai — melyek nem kétédnek a CB1-receptorhoz — varhatéan nem gatoljak a
sejtburjanzast.

A taldlmany azon a felfedezésen alapul, hogy a nem pszichoaktiv THC-
szarmazékok — pl. a THC-savak — képesek a sejtburjanzas csokkentésére. Ez a
hatas nem fiigg az apoptézis iitemének fokozédasatél, melyet a THC CB1-
receptor altal kdzvetitett aktivitasaként azonositottak (Sanchez és mts., FEBS
Lett., 1998, 436: 6-10. oldalak).

Ennek megfeleléen a talalmany f6 targya egy médszer sejtburjanzas
csokkentésére emlésben (példaul emberben), amelyben azonositunk egy
olyan emlést, amelynél eldnyos a sejtburjanzas mérsékiése, majd az emlésnek
a sejtburjanzast hatékonyan csékkenté mennyiségben egy (1) altalanos képleti

vegyliiletet adagolunk, ahol a képletben
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R' jelentése hidrogénatom, -COCH; vagy -COCH,CH; és R? jelentése egy el-
agazé szénlancu Cs. 12 alkilcsoport. Az R' lehet hidrogénatom és R? lehet egy Co
alkilcsoport, amely lehet egy elagazé alkilcsoport, pl. az 1,1-dimetilheptil.

A talalmany egy tovabbi targya egy médszer sejtburjanzas csékkentésére
emlésben (példaul emberben), amelyben azonositunk egy olyan emiést,
amelynél el6ny6s a sejtburjanzas mérseklése, majd az emlésnek a sejtburjan-
zast hatékonyan csokkenté mennyiségben egy (ll) altalanos képletii vegyiiletet
adagolunk, ahol a képletben

R' jelentése hidrogénatom, -COCH; vagy -COCH,CHyj;

R? jelentése egy elagazo szénlancu Cs.q2 alkilcsoport, mely egy terminalis
aromas gy(r(t tartalmaz, vagy egy elagazé -OCHCH3(CH:)nalkil-csoport, mely
egy terminalis aromas gyur(t tartalmaz, és ahol m = 0-7;

Rj jelentése hidrogénatom, Ci.galkil- vagy C1.g alkanolcsoport;

Y jelentés nélkili vagy jelentése egy athidalé6 NH-csoport vagy oxigén-
atom;

azzal a kik6téssel, hogy amennyiben Y jelentése oxigénatom és R; jelen-
tése elagazo Cs.12 alkilcsoport, akkor Rs jelentése -CHCH3 csoporttol eltérd.

A (1) altalanos képletl vegyiilet elébny6és formai azok, amelyekben R; je-
lentése hidrogénatom, R; jelentése 1’,1-dimetilheptil-csoport és Y jelentés nél-
kuli. Ezek az elényos vegyiiletek a (lil) altalanos képlettel irhatéak le, ahol a
képletben R jelentése lehet hidrogénatom, elagazé vagy egyenes szénlancu
Ci.s alkil- vagy elagazé vagy egyenes szénlancu Cqg alkanolcsoport. Egy masik
elényos formaban az R jelentése metil- vagy metanolcsoport, vagy egy elagazé
vagy egyenes etil, propil, etanol vagy propranol.

A vegyluletet adagolhatjuk szajon at (pl. mint étrend-kiegészitét), sziszté-
masan, intravénasan vagy egy implantatumon keresztul, amely a vegyilet nyj-
tott leadasat biztositja. Ezen kivul a vegylletet adagolhatjuk egy sejtburjanzas-
sal jellemezhet6 elézetes betegseg vagy allapot kezelésére, vagy utébbiak
megeldzésére. A vegyiletet egy emlésnek adagolhatjuk kb. 0,1-20
mg/kgtesttomeg dozisban (pl. kb. 0,2-2 mg/kgtesttdmeg) a sejtburjanzas haté-
kony csokkentésére. A modszer kiiléndésen hasznos daganatos betegségben

szenved® emlds kezelésére.



Ezen kivil egy sejtet a vegyulettel in vitro is kezelhetiink a sejtburjanzas
csOkkentése vagy megsziintetése céljabal.

A jelen alkalmazasban a ,sejtburjanzas” kifejezés sejtszamnévekedést je-
lent. A ,sejtburjanzas csokkentése” alatt olyan sejtburjanzas-csokkenést értiink,
melyet nem kizarélagosan az apoptozis fokozédasa okoz.

A jelen alkalmazasban az ,alkil’ egy egyenes vagy elagazé szénhidrogén-
lancot jelent, amely szénatomokat vagy gytris szénhidrogén-csoportokat tar-
talmaz. Ezek az alkilcsoportok tartalmazhatnak még egy vagy tébb kettés-,
vagy harmaskoétést is. A ,helyettesitett alkilcsoport™ egy olyan alkilcsoport,
melyben egy atomot egy masik atommal - pl. kén-, oxigén- vagy halogén-
atommal - helyettesitiink.

A talalmany szerinti médszer a nem pszichoaktiv kannabinoid vegytiletek
gyogyszerként valé Uj alkalmazasat teszi lehet6évé a sejtburjanzassal jaré alla-
potok vagy betegségek (pl. a rakbetegség) kezelésére vagy megeldézésére. Az
ilyen kannabinoidokat — alacsony toxicitasuk, nem pszichoaktiv jellegik és a
hozzaszokas alacsony kockazata miatt — étrendkiegészitoként hasznalhatjuk
(pl. mint egy naponta szedett vitamintablettat) a daganat megelézésére. Ezen
kiviil a vegyuleteket alkalmazhatjuk bérén at is, pl. egy koéros sejtburjanzassal
jellemezhetd bérbetegség, mint példaul a pszoriazis esetén.

Az alabbiakban hasznalatos technikai é€s tudomanyos fogalmak — ha mas-
képpen nincs meghatarozva — azonosak a talalmany fogalmi kérében a
szakemberek altal szokvanyosan hasznalatosakkal. Noha az alabbiakban is-
mertetjilk a jelen talalmany tesztelésére vagy gyakorlati hasznalatara alkalmas
mddszereket és anyagokat, egyéb, a szakemeberek szamara jol ismert mod-
szereket és hasonl6d vagy ekvivalens anyagokat is alkalmazhatunk. Valamennyi
publikaciot, szabadalmi bejelentést, szabadalmat és egyéb hivatkozasokat tel-
jes terjedelmukben alkalmazzuk. Probléma esetén a jelen specifikaciok — ide-
értve a meghatarozasokat is — a déntéek. Ezen kivill az alkalmazott anyagok,
moddszerek és példak csak szemléltetdé és nem korlatozo jellegiiek.

A talalmany egyéb jellegzetességei és elbnyei nyilvanvaloak lesznek a ko-

vetkezb részletes leiras és a szabadalmi igénypontok alapjan.
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Az abrak rovid ismertetése

Az 1. abra egy vonaldiagramm, amely a kilénb6zé vegytletek koncentra-
ciojat a sejtszam fuggvényében abrazolja.
szam fuggvényében abrazolja.

A 3. abra egy vonaldiagramm, amely a killénb6z6 vegyiletek koncentraci-
ojat az 1 milli6 sejtben észlelheté neutralis lipidek mennyiségének fiuggvényé-
ben abrazolja.

A 4. abra egy vonaldiagramm, amely az inokulaciot kéveté napok szamat

a daganat atméréjének figgvényében abrazolja.

A talalmany részletes ismertetése

A talalmany a sejtburjanzas csckkentésenek egy modszerére (pl. daga-
natkezelésre) vonatkozik egy emlésben, egy THC-szarmazék adagolasa altal.
Ezek a THC-szarmazékok [pl. az (1), (II) és (lll) altalanos képlettel meghataro-
zottak] nem, vagy csak kis mértékben pszichoaktivak és nem kétédnek a CB1-
receptorhoz. Ezek a THC-szarmazékok ismertek és szintetizalhatok (lasd pl.
US 5 338 753 szabadalmi leirast: Burnstein és mts., J. Medicinal Chem., 1992,
35: 3185-3141. oldalak; és Burnstein, Pharmacol. Ther., 1999, 82: 87-96. olda-
lak).

A THC-szarmazékokat adagolhatjuk barmely arra alkalmas médon, pl.
intravénasan, intraarterialisan, béron kereszt(il, injekciéval, intraperitonealisan,
intrapleuralisan, szajon at, szubkutan, intramuszkularisan, szublingvalisan,
intraepidermalisan vagy rektalisan. A formulacié lehet oldat, szuszpenzid, kup,
tabletta, granulatum, por, kapszula, kenécs vagy krém formajaban. Ezen
gyogyaszati készitményekhez hozzaadhatunk még egy oldészert (pl. vizet vagy
fiziologias sooldatot), egy szolubilizalé anyagot (pl. etanolt, poliszorbatokat vagy
Cremophor EL7-et), izotoniat el6segité anyagot, egy tartésitoszert, egy
antioxidanst, egy segédanyagot (pl. laktézt, keményitét, kristalyos cellulozt,
mannitot, maltozt, kalcium-hidrogénfoszfatot, kénnyl sziliciumsav-anhidridet
vagy kalcium-karbonatot), egy kétéanyagot (pl. kemeényit6t, polivinil-pirrolidont,

hidroxipropil-cellulézt, etil-cellulézt, karboximetil-cellul6zt vagy gumiarabikumot),



egy ken6anyagot (pl. magnézium-sztearatot, talkumot vagy keményitett olajo-
kat) vagy egy stabilizatort (pl. laktézt, mannitot, maltozt, poliszorbitet,
makrogolokat vagy polioxietilénnel keményitett kasztorolajat). Szikség esetén
hozzaadhatunk még glicerint, dimetilacetamidot, 70%-os natrium-laktatot, egy
feluleti feszliltségnovelét vagy egy bazikus anyagot, pl. natrium-hidroxidot,
etiléndiamint, etanolamint, natrium-hidrogén-karbonatot, arginint, meglumint
vagy triszamino-metant. Utébbi 6sszetevOkkel gydgyaszati készitményeket al-
lithatunk eld, pl. oldatokat, tablettakat, granulatumokat vagy kapszulakat. A ve-
gyulet lassu leadasara alkalmas készitményeket a US 4 880 830 szamu sza-
badalmi iratban leirtaknak megfeleléen készithetjik el.

A jelen taldlmany szerinti vegylletek dozisat az allatkisérletek és szamos
egyéb korulmény figyelembevételével hatarozzuk meg. A még specifikusabb
dozisok nagysaga fugghet az alkalmazas maédjatdl, az egyén allapotatdl, pl. ko-
ratol, testtémegétél, nemétdl, érzékenységétdl, az elfogyasztott ételtdl, a dozi-
sok kozotti id6tsl, az egyidejiileg adott egyéb gyogyszerektél és a betegség
eredetétél, sulyossagatol és fazisatdl. Egy adott allapotban az optimalis dozist
és alkalmazasi gyakorisagot a szakorvos altal hasznalt megfelelé adagolasi
teszttel hatarozhatjuk meg, amely a fenti iranyvonalakon alapul.

Az emberben valo6 alkalmazas elétt a THC-szarmazékok bioldgiai aktivita-
sat (pl. a sejtburjanzas csokkentését) in vitro és in vivo is vizsgalhatjuk. Az in
vitro vizsgalatokat elvégezhetjik az alabbi példaban és Marshall és mts. kozle-
ményében — Growth Reg., 1995, 5: 69-84. oldalak - leirtak szerint. A daganat-
novekedés in vivo modelljei jol ismertek, melyek leirasat megtalalhatjuk Nagane
és mts. — Cancer Res., 2000, 60: 847-853. oldalak — és Price és mts. — Clin.
Cancer Res., 1999, 5: 845-854. oldalak — cikkeiben.

A talalmany tovabbi leirasat megtalalhatjuk a kévetkezd példakban, me-
lyek nem korlatozzak a taldlmanynak a szabadalmi igénypontokban meghata-
rozott oltalmi kérét. Az alabbi példa az 1’,1’-dimetilheptiI-Aa-THC-1 1-karbonsav
(szintén ismenrt, mint CT3 vagy ajuleminsav) hasznalatat szemilélteti a sejtbur-
janzas csokkentésében.

Példa



Anyagok és médszerek
Sejtek és anyagok: A C6 és U87 gliomasajeteket az ATCC-t6l (Manassas,

VA) szereztitk be. Az egyéb human sejtvonalak tenyésztését és fenntartasat az
Onkolégiai Kézpont Daganatbankjaban végeztik. A WI38 sejtek a
Massachusett Egyetem Orvosi Kdézpontjanak Szévettenyészt6 Labroratoriu-
mabél (Worchester, MA) szarmaznak. Valamennyi vegyszert és old6szert — ha
masképpen nem jeleztuk — a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO) cégt6l vasaroltuk.
A THC-t és THC-11-karbonsavat a NIDA biztositotta. Az ajuleminsavat
Burnstein és mts. — J. Medicinal. Chem., 1992, 35: 3185-3141. oldalak — mad-
szere szerint szintetizaltuk.

Sejtburjanzés vizsgélatok: A sejtszam in vitro valtozasanak meghataroza-
sat az MTT-teszttel végeztiilk Marshall és mts. — Growth reg., 1995, 5: 69-84.
oldalak — leirasanak megfeleléen.

Flow-citometria/sejtciklus analizis: a flow-citometria céljara a sejteket ala-
csony szérumtartalma (0,5%) kézegben novesztettiik két napig a sejtek G0/G1
fazisban valo szinkronizalasa miatt, melyet kovetéen a sejteket athelyeztiik ma-
gas szérumtartlamu kozegbe (10%). Ezutan a sejteket propidium-jodiddal je-
leztik és 4%-os paraformaldehidben fixaltuk. Meghataroztuk a sejtek DNS tar-
talmat MoFlo Facs sejtszeparal6 segitségevel.

Lipidbeépiilés vizsgalata. A sejtek kezelését a kdvetkez6 modon végez-
tik: a C-6 sejtek egyrétegl tenyészetét 24-lyukl tenyésztéedényekben a fenti-
ekben leirtak szerint hoztuk létre. **C-jelzett arachidonsavat (150 000 dpm/lyuk)
[ARC, St. Loius, MO (specifikus aktivitas 55 mCi/mmol)] adtunk a sejttenye-
szethez, melyet ezutan két 6ran at inkubaltunk. Az adott kannabinoid vegyulet-
tel valo kezelés elinditasakor a vegyiletet 10 pl DMSO-ban hozzaadtuk a sejt-
tenyészetet fedé 1 ml tenyésztékézeghez, majd a kezelést tovabbi 48 o6raig
folytattuk (kivéve, ha masképpen nem jeleztuk). Az inkubalas végén a kdzeget
eltavolitottuk, a sejteket kétszer mostuk 1 ml PBS-el, majd a sejtlipideket szo-
bahémérsékleten 1 éran at extrahaltuk 0,5 ml abszolut etanolban. Valamennyi
kezelést négy parhuzamos mintaban végeztink. A kontroll sejteket azonos moé-

don tartottuk kannabinoid vegyulet hozzaadasa nélkil.



Az extrahalt lipidek csoportos vizsgalata céljabol a mintakat liofilizaltuk. A
vakumleparlas el6tt visszanyerési markerként a mintakhoz '“C-koleszterint (50
000 dpm) adtunk (ARC, St. Loius, MO; specifikus aktivitas 50 mCi/mmol). A
beszaritott mintakat feloldottuk 30 ul metanolban — amely egyarant 10 pg
szteroil-arachidonoil-digliceridet, trioleint és lecitin tartalmazott —, majd felvittik
0,25 mm-es szilikagél vékonyréteglemezekre. Az elsé eltciot a neutralis lipidek
vizsgalatara 9:1 aranyu diklérmetan-aceton keverékével végeztik. A standar-
dok R¢ értékei a kovetkezok voltak: lecitin = 0; koleszterin = 0,38; diglicerid =
0,64 és triglicerid = 0,81. A neutralis lipidek mennyiségi meghatarozasa utan a
masodik elticiét a foszfolipidek vizsgalatara 50:25:8:4 aranyu kloro-
form:metanol:ecetsav:viz keverékével végeztik. A lecitin R¢ értéke 0,33 volt,
mig a DG és a TG az oldo6szerfrontba tavozott. Valamennyi standardot j6dgéz
segitségével azonositottuk.

A jelzett lipidek mennyiségének meghatarozasat a kévetkez6 modon
végeztiik. A radioaktiv foltok azonositasara a lemezekre 48 6ran at
réntgenfilmet helyeztiink. A Fluor-S System (Biorad) segitségével létrehoztuk a
flimek TIFF szamitogépes fajljait. A kromatogrammok mennyiségi vizsgalatat az
NIH Image szoftVerrel végeztik. A gorbék csiicsmagassag értékeit hasznaltuk,
mivel valamennyi jelzett 6sszetevd egy szlik, éles, keskeny csucsot adott a
kromatogrammon. Valamennyi értéket korrigaltuk a visszanyeréssel, melynek
soran az egyes zonakban az egyedi koleszterin standardokat alkalmaztuk. Az
igy kapott értékeket elosztottuk az egyes lyukak sejtszamaval és az eredme-
nyeket 1 millié sejtre vonatkoztatva fejeztik ki.

Protein-kinaz C (PKC) meghatarozas. A sejteket athelyeztik MEM-
kézegbe (0,5% szérum) és egy éjszakan at inkubaltuk. A kovetkez6 nap a sej-
teket vagy DMSO-val vagy 25 uM ajuleminsavval kezeltik a meghatarozott in-
kubacios ideig, majd a lemezeket tripszinnel kezeltik. A PKC-aktivitast 5 x 10°
tripszinnel kezelt sejtben egy egységcsomaggal (Calbiochem, Cat. No. 53984)
hataroztuk meg.

In vivo szubkutan modell. Him nu/nu BALBc egerek (Charles River) jobb
hatso6 végtag izomzataba 10° UB7 sejtet injéktéltunk. Az inokulacioé utan két

nappal az egerek szajon at 0,1 mg/kg ajuleminsavat kaptak 0,05 ml safrany-



olajban, vagy csak 0,05 ml safranyolajat. Ezt kbvetéen hétfénként, szerdanként
és péntekenként azonos dozist kaptak. Amikor a daganatok lathatova valtak,
méretitket meghataroztuk két meérés atlagabol, az egymasra meréleges atmé-

rok alkalmazasaval. A lathaté daganatok méretét a gydégyszeradagolas napjan

meértik.

Eredmények
A novekedési képességet MTT vizsgalattal meghatarozva azt észleltuk,

hogy a A’-THC, a THC-11-karbonsav és az ajuleminsav egyarant dézisfiiggéen
gatoltak a C6 gliomaseiteket, 10, 20 és 55 uM ICs, értékkel (1. abra). Szamos
daganattipusbdl (agy, mell, hdlyag, tidé és prosztata) szarmazo human sejtvo-

nal proliferaciojanak érzékenységét vizsgaltuk az egyes vegyiiletek 25 pM-os

ajuleminsav nagyobb mértékben gatoita a sejtburjanzast, mint akar a THC vagy
a THC-11-karbonsav (jelen alkalmazasban a , THC” a A%- vagy A°-THC-re vo-
natkozik). A gatlas mértéke a kévetkez6 volt: 61,3 + 12,1, 39,4 + 22,0 és 13,1
+18,5% (atlag + SD) az ajuleminsav, a THC és a THC-11-karbonsav esetén,
ahol p< 0,001 volt egymintas ANOVA, paros, tébbszorés tsszehasonlitassal

analizalva (Student-Newman-Keuls mébdszer), melyet az 1. tablazat mutat.



1. tablazat
Human daganatsejtvonalak névekedésének szazalékos gatlasa 48 6ras MTT

vizsgalat soran

Sejtvonal Szoveti eredet |A°-THC Ajuleminsav [ THC-11-
(25 pM) (25 uM) karbonsav
(25 uM)
us7 Agy 20+ 5 54 +2 5 +1
U373 Agy 0 34 +1 0
u118 Agy 39+5 60 +2 14 +3
A172 Agy 42+5 76 + 1 61+2
HS578T Meli 52 +5 60 +2 2+1
HT1376 Hélyag 23+5 60 +2 21+12
Jg2 Hoélyag 63+6 57 +3 1+1
Calu6 Tudoé 28+5 69 +3 19 5
Du145 Prosztata 55+7 74 +2 7+3
PC3 Prosztata 72+2 69 2 11

A THC-vel ésszehasonlitva az ajuleminsav ebben a dézisban szignifikansan
hatékonyabb (p< 0,05) volt a tiz sejtvonalbdl hat esetben.

A harom kannabinoid vegyilet szintén gatolta a WI38 normal patkany
fibroblaszt sejteket. Azonban meg kell jegyezniink, hogy a THC-val ellentétben,
az ajuleminsav kisebb mértékben gatolta a WI38 sejtek burjanzasat, mint a C6
gliomasejtekét. Példaul harom kilonb6z6 kisérletben a A’-THC 25 uM koncent-
racioja 66%-ban gatolta a WI38 sejtburjanzast, 6sszehasonlitva az 50%-kal a
C6 sejtek esetén. Ezzen 6sszehasonlitva az ajuleminsavval valo két napos in-
kubacio ellentétes hatasui volt, vagyis a gatlas mértéke 65% volt C6 sejtek, mig
44% a WI38 sejtek esetén. Az eredmények felvetik, hogy az ajuleminsav toxi-

kusabb a daganatsejtek, mint a normal sejtek szamara.
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Annak megitélésre, hogy az ajuleminsav hatasa receptoron keresztul jon-
e létre, az ajulerﬁinsav D-izomerjének 95%-ban dusitott készitmeényét alkalmaz-
tuk a fentiekben megfigyelt hatasok sztereospecificitasanak vizsgalatara. Az
ajuleminsav D-izomerjének 25 uM-os dozisa jelentésen kisebb hatasal birt az
L-izomerhez képest (p< 0,001, t-teszt) (2. abra). Utébbi eredmény azt a feltéte-
lezést erésiti, amely szerint az ajuleminsav aktivitasa sztereospecifikus és ezért
nagy valoszin(iséggel receptorkdzvetitett.

Az ajuleminsav daganatsejtekre kifejtett hatasanak harom jellegzetessége
azt sugallta, hogy ezt a hatast a A-THC-t6! eltéré mechanizmus kézvetiti. E/6-
szor: a vegyllet sejtburjanzast gatlé hatasat nem lehetett reverzibilisen
felfiggeszteni egy CB1-antagonistaval. A C6 gliomasejtek egyuttes inkubacidja
150%-kal csokkentette, mig az ajuleminsav hatasat kis mértékben névelte (3.
abra). Ezek az eredmények azt jelzik, hogy mig a THC daganatellenes hatasa-
nak jelentés része a CB1-receptoron keresztil j6n létre, addig az ajuleminsavé
viszont nem.

Masodszor. az ajuleminsav daganatellenes aktivitasat a sejtméret jelen-
tés névekedése kisérte a vegyiilettel valé 48 6ras kezelést kovetéen. Ezen ha-
tas tovabbi vizsgalatanak érdekeében meghataroztuk az ajuleminsavnak a sejt-
ciklus kinetikajara kifejtett hatasat. A C6 gliomasejteket 24 6ran at 0,5% széru-
mot tartalmazoé kdzegben inkubaltuk a sejtek G1/GO0 fazisban val6 szinkroniza-
lasa céljabol. A sejteket ezutan 10%-os szérumot tartalmazé médiumba he-
lyeztilk 25 pM ajuleminsavval egyitt vagy annak hianyaban 2 napig. A 2. tabla-
zat eredményei szerint a kezelt sejtek fokozott mertékben voltak egyrészt S-
fazisban (4,4-13%, p = 0,003, t-teszt), masrészt G2/M fazisban (21,9-32,3%,

p = 0,005, t-teszt), amely arra utalt, hogy a kezelt sejtek képesek DNS-t szinte-
tizalni, de nem tudjak befejezni a mitozist. Kiemelendd, hogy az apoptézis

tteme — melyet a szub-GO fazisu sejtek hianya mutatott mind a kontroll, mind a

kezelt sejtekben — nem emelkedett.
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2. tablazat
Kontroll és AJA-kezelt C6-gliomasejtek sejtciklus-vizsgalata

GO0/G1 S G2/M

(atlag% + SD) (atlag% + SD) (atlag% + SD)
Kontroll 46,3 + 3,6 4,4 10,3 21,9 +1,1
AJA-kezelt 39,1 +1,3* 13,0 £ 2,3** 32,3 + 3,0

*p < 0,02, ** p=0,003, *** p = 0,005, valamennyi t-teszttel meghatarozva.
Harmmadszor pedig, az ajuleminsav daganatellenes hatasanak egy tovabbi
jellegzetessége fénytord testek megjelenése volt, amely kénnyen lathaté volt
faziskontraszt mikroszképpal. Mind a fénytoré testeket tartalmazo sejtek sza-
ma, mind az egy sejtre vonatkoztatott fénytoré testek szama az idével néveke-
dett. 48 6ra utan az ajuleminsavval kezelt C6-sejtek 83%-ban egy vagy tébb
fénytoro testet észleltiink, szemben a THC-val kezelt sejtekben levé 27%-kal (p
< 0,001, khi-négyzet analizis). A sejtenként észlelhet6 fénytoré testek szama-
nak atlaga szintén jelentésen magasabb volt az ajuleminsavval kezelt sejtek-
ben, 6sszehasonlitva a THC-val kezelt sejtekben észlelttel (1,78 + 1,6/sejt a
0,22 + 0,5/sejt értékhez képest, p < 0,001, t-teszt). Erdekes, hogy fénytoro tes-
teket nem észleltiink ennél a dézissal megegyez6 idétartamig ajuleminsavval
kezelt WI38 sejtekben, vagy 25 uM THC-karbonsavval kezelt C6-gliomasejtben.
A sejtméretnévekedés és a fénytord testek természetének tovabbi

vizsgalata érdekében a sejteket elektronmikrészkdppal vizsgaltuk. Az
ajuleminsavvak kezelt sejtekben sem apoptézist, sem nekrozist nem észleltiink.
Ezen sejtek metabolikusan aktivnak tiintek, amely megegyezik azzal a
medgfigyeléssel, hogy noha az ajuleminsav jelentésen gatolta a sejtburjanzast, a
kezelt sejtek igen magas szazalékban életképesek voltak (> 95%) a tripankék-
kiszoritasi vizsgalat alapjan, és gyorsan regeneralddtak a gyogyszer
eltavolitasat kovetéen. Ezen kiviil az ajuleminsavval kezelt sejtek
megnagyobbodtak és nagy lipidcseppeket tartalmaztak, melyek azonossagat
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tartalmaztak, melyek azonossagat ozmium-tetrakloriddal val6 festéssel igazol-
tunk.

A fokozott lipidtartartalom eredetének vizsgalatara a C6-sejteket 25 uM
kannabinoid vegytilet jelenlétében ndvesztettik 4C-arachidonsav jelenlétében.
48 o6ras inkubacio utan (3. abra) a hordozéanyaggal (kannabinoid nélkul), THC-
vel vagy THC-11-karbonsavval kezetlt sejtekhez képest a bazalis szintet meg-
haladé szignifikAns emelkedést csak az ajuleminsavvak kezelt sejtekben észlel-
tink (p < 0,05, tébbszords dsszehasonlitas Dunner-teszttel a kontrollal szem-
ben). Az ajuleminsav fenti dézisa esetén a sejtek di- és trigliceridtartalma tébb,
mint haromszorosa volt a kontrollokénak. Ezzel ellentétben egyik kannabinoid
vegyilettel valo kezelés sem okozott szignifikans emelkedést a foszfaditilkolin
szintjében. Hasonlé eredményre jutottunk az inkubacié soran 14C-jelzett olein-
sav hasznalatakor.

Tekintettel arra, hogy a diacilglicerol (DAG) a protein kinaz-C hatas fontos
jelatvivé molekulaja, megvizsgaltuk C6-sejtekben az ajuleminsav kezelés hata-
sat a protein kinaz-C aktivitasra. Az ajuleminsavval valo kezelés utan a PKC-
aktivitasa 5 percen beliil emelkedett és kb. egy 6ran at a kontroll érték kétsze-
resén maradt, amely azt jelezte, hogy a PKC szerepet jatszik a sejtburjanzas
ajuleminsav éltali gatlasaban. Ezen megfigyelésnek legalabb két lehetséges
magyarazata lehet: 1) a serkentett PKC-izoenzimek az alacsony névekedeésii
csoporthoz — pl. a PKC38-hoz — tartoztak; és 2) a fokozott DAG jelentésebb
meértékben modosithat néhany lefelé haté mediatort — pl. a B-kimerint — ugy,
hogy az egyensuly a sejtburjanzas gatlasa iranyaban tolodik el.

Az ajuleminsav in vivo daganatellenes aktivitasanak eldontése céljabol
egy ,meztelen egér’ daganatmodellt hasznaltunk. A ,meztelen egérnek”
szubkutan injektalt human U87-glibmasejtvonal nGvekedését vizsgaltuk
ajuleminsav adagolasa esetén, illetve annak hianyaban. Ezekben a kisérletek-
ben az ajuleminsav kezelést két nappal az egerek 10° daganatseijttel val6é beol-
tasat kévetden kezdtik. A heti harom alkalommal 0,1 mg/kg dézisban adott
ajuleminsavval kezelt csoportban a daganatok késébb és kisebb méretben je-
lentkeztek (4. abra). A daganatbeoltas utan 25 nappal 5 kontroll allatbdl 5-ben

észleltiink daganatot — atlagos atmeérd 16,3 + 3,2 mm — mig a kezelt csoport-
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ban ezen atlagérték 3,8 + 8,56 mm volt (n = 5, p = 0,015, t-teszt). Utdbbi in vivo
eredmények bizonyitjak, hogy az ajuleminsav képes a sejtburjanzas — jelen

esetben egy daganatban valé — gatlasara.
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Szabadalmi igénypontok

1. Modszer sejtburjanzas csdkkentésére emlésben, amely a kdvetkezé 1é-
péseket tartalmazza: azonositunk egy olyan emidst, amelynél elényds a sejt-
burjanzas mérséklése, majd az emliGsnek a sejtburjanzast hatekonyan csok-
kentd mennyiségben egy (Il) altaldnos képletli vegyilletet adagolunk, ahol a
képletben

R' jelentése hidrogénatom, -COCH; vagy -COCH,CHs;

R? jelentése egy elagazo6 szénlancu Cs.2 alkilcsoport, mely egy terminalis
aromas gydir(it tartalmaz, vagy egy elagazé -OCHCHj3(CHz)malkil-csoport, mely
egy terminalis aromas gy(riit tartalmaz, és ahol m = 0-7;

R; jelentése hidrogénatom, C4.g alkil- vagy C+.g alkanolcsoport;

Y jelentés nélkiili vagy jelentése egy athidalé NH-csoport vagy oxigén-
atom;

azzal a kikétéssel, hogy amennyiben Y jelentése oxigénatom és R; jelen-
tése elagazo Cs.q» alkilcsoport, akkor R3 jelentése -CHCH; csoporttdl elterd.

2. Az 1. igénypont szerinti médszer, melyben egy (lll) képletii vegyiletet
alkalmazunk.

3. A 2. igénypont szerinti moédszer, melyben R jelentése hidrogénatom, el-
agazd vagy egyenes szénlancu Cygalkil- vagy elagazo6 vagy egyenes szénlan-
cu C4.s alkanolcsoport.

4. A 2. igénypont szerinti médszer, melyben R jelentése metil- vagy
metanolcsoport vagy egy elagazé vagy egyenes szénlancu etil-, propil-, etanol-

vagy propanolcsoport.
5. Az 1. igénypont szerinti médszer, melyben az emlés egy ember.

6. Az 1. igénypont szerinti moédszer, melyben a vegyiiletet szajon at

adagoljuk.
7. Az 1. igénypont szerinti moédszer, melyben a vegyiletet szisztémasan

adagoljuk.
8. Az 1. igénypont szerinti moédszer, melyben a vegylletet egy

implantatumon at adagoljuk.
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9. A 7. igénypont szerinti moédszer, melyben az implantatum a vegyiilet

lassu leadasat biztositja.
10. Az 1. igénypont szerinti médszer, melyben a vegytiletet intravénasan

adagoljuk.
11. Az 1. igénypont szerinti médszer, melyben a vegyiiletet bérén at ada-

goljuk.
12. Az 1. igénypont szerinti médszer, melyben a sejtburjdnzas daganatos

betegséggel kapcsolatos.
13. Az 1. igénypont szerinti médszer, melyben az emiésnek adagoilt ve-

gyllet mennyisége 0,1-20 mg/kgtesttémeg.
14. Az 1. igénypont szerinti madszer, melyben az emlésnek adagolt ve-

gyllet mennyisége 0,2-2 mg/kgtesttémeg.

A meghatalmazott:
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*p < 0,05, Dunnett-teszt a THC-vel és a DMSO-val szemben
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