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RAKELLENES HATASU BENZALDEHID-SZARMAZEKOK ES

GYOGYASZATI ALKALMAZASUK

K1 v onat

A taldlmédny benzaldehid-szarmazékokra és rakellenes
szerekként torténd gybgyaszati alkalmazasukra
vonatkozik. Néhany talalmanyunk szerinti vegyilet
dnmagaban Gj. A taladlmany kiterjed a vegyiuleteket
tartalmazd gybgyszerkészitményekre és azok

eldillitidsara 1is.

A taladalmany szerinti benzaldehid-szarmazékok
majrak, veserak vagy hasnyalmirigyrak megeldzésére
és/vagy kezelésére szolgald terapias szerek

eldillitiasara alkalmazhatdk.



RAKELLENES HATASU BENZALDEHID-SZARMAZEKOK ES

GYOGYASZATI ALKALMAZASUK

KOZZETETELI PELDANY

A talalmany benzaldehid-szarmazékokra és rakellenes
szerekként toérténd gyégyaszati alkalmazisukra
vonatkozik. Néhany taldlmanyunk szerinti vegyillet

onmagaban Gj.

A legtdébb jelenleg hasznalt rakellenes szer hatasat
tekintve sejtméreg, citotoxikum. Bar egyes rak-
féleségek, pl. a nyirokszodovet-daganat, leukémia és
hererak kezelése soradan ezekkel a szerekkel jobé
eredmények érhetdék el, gyakran sulyos és elfogad-
hatatlan mellékhatasokat okoznak, 1igy a hatékony
gybégykezelés lehetésége korlatozott. Emellett a
rakbetegség toébb tipusa, példaul szilard daganatok
(karcinéma) esetén a kemoterapia ez 1ideig korla-
tozott értékidnek bizonyult, mivel a citotoxikus
gydgyszer ritkan javitja a betegség varhatd kimene-
telét. A rakos sejtek rezisztenssé 1is valnak a
citotoxikus termékekkel szemben, aminek wugyancsak
az a koévetkezménye, hogy a citotoxikumok szilard
tumoroknal nem alkalmazhatdék hatékonyan. Nagy szik-
ség van tehat 0j rakellenes szerekre, amelyeknek
kevesebb mellékhatasuk wvan, és hatasukat a rossz-

indulatdi sejtekre szelektivebben fejtik ki.
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Ismeretes tobbek koézoétt az EP 0215395, a JP
63264411, a Jp 8800940, a JP 55069510 és az EP
0283139 szami szabadalmi leirasokbdél, hogy a benz-
aldehidek és azok szarmazékai szelektiv rakellenes

hatast tanusitanak.

Az aldehidek szamos o-, S- vagy N-tartalma
nukleofil csoporttal, pl. hidroxil-csoporttal,
szulfhidril-csoporttal és aminocsoportokkal reagal-
va képeznek karbonil~-kondenzacids termékeket,
példaul acetalokat, merkaptalokat, aminalokat, stb.
Primer aminokndl azonban ez a reakcidé &altalaban
Schiff-badzis (imin) addukt képzbédéséhez vezet. Jb1
ismert, hogy az in vivo Schiff-bazis képzddés része
az olyan kulcsfontossagu biokémiai folyamatoknak,
mint az &taminezés, a dekarboxilezés vagy egyéb,
piridoxal-foszfat kozvetitésével végbemend amino-
sav-médositdé reakcidk, az adolaz hatéasa fruktédz-
difoszfatra a glikolizis soran és a retinal
kondenzacibéja rodopszinnal a latasi folyamatban.
Ismeretes az 1is, hogy karbonil-kondenzacidés reak-
cidk =zajlanak le transzmembran Jelatadasi esemé-

nyek, példaul immun valasz kivaltasa soran.

Az 1iminek kialakulasa egy kétlépéses mechanizmus
szerint megy végbe: eldszér az amino nukleofil
addicionalédik a karbonil-csoportra karbinol-amin
(aminohidrin) intermediert képezve, majd egy de-

hidratalasi lépést koévetden C=N kettds kotés alakul



ki. Mindkét lépés reverzibilis, de kuldénbozd pH-
értékek beadllitdsaval eldésegithetd. Ennek kovetkez-
tében a reakcid eqgy jellegzetes, harang alaku

pH/sebesség profil szerint jatszdédik le, és a reak-

cibésebességek az enyhén savas tartomanyban a
legnagyobbak.
Op OH
R—=C  + HN—R R—?—T—R' R——(]:::N—R' +
H H H H
aldehid amin karbinol-amin imin

Tudva 1lévd azonban, hogy Schiff-bazisok fizioldgias
korilmények kozdtt is gyorsan képzddnek, és sok 1in
vivo karbonil-kondenzaciés reakcidé 1s 1ismert (E.
Schauenstein és mtarsai: Aldehydes 1in biological

systems, London, Pion Ltd. 1979).

A Schiff-bazis maga is reaktiv, és hajlamos tovabbi
reakcidkra, ezért a nukleofil 4agensek a kettds
kotésre addicionalédnak. Bizonyos kéntartalmu
aminok, kulonésen az aminosav-cisztein és metionin,

valamint a glutation esetén a kezdetben képzddott

Schiff-bazis reverzibilis belsd ciklizalddason
mehet keresztul, melynek soran a szulfhidril-
csoport az iminre addicionalddik, és tiazolidin-

karboxilat képzdédik (M. Friedman: The chemistry and
biochemistry of the sulfhydryl group 1in amino
acids, peptides and protelins, Oxford, Pergamon

Press, 1973).

H,O
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5 0 b CH,
R—C + HN—CH-C' === R—CH + H,0
H -
1" o Nl o
& T
OH
aldehid cisztein tiazolidin—karboxilsav

A karbonil-vegyilletek és a proteinek szabad amino-
csoportjai kozdétt lejatszdodd, reverzibilis Schiff-
bazis kotés kialakulasdhoz vezetdé reakcidk lezaj-
lasat G.E. Means és R.E. Feeney bizonyitotta
(Chemical Modification of Proteins, 125-138. oldal,
San Francisco, Holden-Day, 1971). Az aromas alde-
hidek reaktivitasa &altalaban nagyobb, mint a teli-
tett alifas aldehideké, és Schiff-bazisok még a
reakcié soran képzdédé viz eltavolitasa nélkul 1is
kialakulhatnak (R.W. Layer: Chem. Rev. 63 (1963),
489-510). Ez fontos tény a Schiff-bazisok fiziold-
gias korulmények kozott tortéend képz&dését tekint-
ve. Aminocsoport-forrasként hemoglobint hasznalva
Zaugg és mtarsai (J. Biol. Chem. 252 (1977), 8542-
8548) kimutattak, hogy az aromas aldehidek reakti-
vitadsa a Schiff-bazis képzésébén kétszer-haromszor
nagyobb, mint az alifas aldehideké. Az alkanalok
korlatozott reaktivitasanak az lehet a magyarazata,
hogy Vizes kézegben, semleges pH-értékeknél a
szabad aldehid igen nagy feleslege kell ahhoz, hogy
az egyensuly a Schiff-bazis képzddése iradnyaban
mozduljon el (E. Schauenstein és mtarsai: Aldehydes

in biological systems. London, Pion Ltd. 1977) .



A Dbenzaldehid és szalicil-aldehid koénnyen képez
Schiff-bazis imineket membréﬁ aminocsoportokkal, és
nagy egyensulyi &allanddékat mértek aminokkal reagald
benzaldehideknél (J.J. Pesek és J.H. Frost: Org.
Magnet. Res. 8 (1976), 173-176; J.N. Williams Jr.
és R.M. Jacobs: Biochim. Biophys. Acta. 154, (1968)

323-331).

Radioizotdép-jelzésli képekkel korabban kimutattuk,
hogy a benzaldehidek nem lépnek be a sejtbe, hanem
hozzatapadnak a sejtmembranhoz (Dornish, J,M, és
Pettersen, E.O.: Cancer Letters 29 (1985) 235-243).
Ez osszhangban van egy korabbi kisérlettel, amely
azt mutatta, hogy a benzaldehid kélcsdénhatasba 1lép
az E. coli membran-proteinjeivel (K. Sakaguchi és
mtarsai: Agric. Biol. Chem. , (1979), 43, 1775-
1777). Azt is tapasztaltuk, hogy mind a piridoxal,
mind pedig a piridoxal-5-foszfat megvédi a sejtet a
cisz-DDP citotoxikus rakellenes szertél. A cisz-DDP
a sejten belil1l, a magban fejti ki a hatasat. Amig a
piridoxal &ltaldban at tud hatolni a lipofil
sejtmembranon, a piridoxal-5-foszfatot ebben meg-
akadalyozza ionos foszfat-csoportja. gy a
piridoxal-5-foszfatnak véddé hatasat ugy kell kifej-
tenie, hogy kivialrdl hat a sejtmembranra. A
piridoxal-5-foszfat abszorbanciiajanal egyidejileg
megfigyelt, alacsonyabb hullamhosszok iranyaban
térténéd spektrum-eltoléddas 6sszhangban van az

aldehid és a sejtmembran aminocsoportok kozotti



eo 00
eeee ©°°% P
. . . - .
... EEEIN . : oo
b4 (X
¢ ®

Schiff-bazis addukt képzddéssel (J.M. Dornish és

E.O. Pettersen, Cancar Lett. 29, (1985), 235-243).

Ezek a tapasztalatock arra utalnak, hogy az
aldehidek az aminokhoz és a sejtmembranon 1lévd mas
nukleofil csoportokhoz kotddve Schiff-bazisokat és
egyéb kondenzacids termékeket képeznek. Ismeretes,
hogy a sejtnévekedés stimulalasat szamos, a sejt-
membranon kivilrél hatd esemény kdzvetiti. Valdszi-
nlileg a talalmany szerinti szarmazékok 1is gy
hatnak, hogy a sejtmembranon ligandumokkal addukto-
kat képeznek, és ezek olyan impulzusokat valtanak
ki a sejten belul, amelyek a sejtndvekedési paramé-
terek, példaul a proteinszintézis és a mitdzis,
valamint a tumor-szupresszor dJgének expresszidja és
az immun-valaszok szempontjabdél lényegesek. Mivel a
kondenzacids reakcidk reverzibilisek, a sejt-
effektusok az bsszekapcsolddd molekulaféleségek
egyensuly-eltoldédasa eredményeképpen mdbdosithatdk.
Kémiai szinten a dinamikus egyensulyock jelenléte
6sszhangban van a benzaldehid-szarmazékoknal megfi-

gyelt, reverzibilis és nem-toxikus hatasméddal.

A benzaldehid-szarmazékok &ltal kifejtett protein-
szintdzis-gatlasra vonatkozdan kutatdécsoportunk
alapos tanulmanyokat végzett in vitro koérulmények
kézdtt. A sziladrd daganatokban a csékkent protein-
szintézis az életképes proteinek hianyat eredmé-

nyezheti, ami a sejtek pusztulasahoz vezet. A
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normal sejtek potencialis protein-szintetizald
képessége nagyobb, mint a szilard daganatokban 1lévéd
legtoébb rakos sejté. Ez a sejtciklus tartamanak
dsszehasonlitasaval demonstralhatd, ami normal
torzs-sejtek esetén gyakran 10 o6ranal kevesebb,
vagyilis roévidebb, mint a szilard tumorok legtébb
rakos sejtje esetén, ami altalaban 30-150 o6ra (lasd

Gustavo és Pileri: The Cell Cycle and Cancer,

Baserga, Marcel Dekker Inc., N.Y. 1971, 99. oldal).
Mivel a sejtek atlagban megduplazzak a proteinjiuket
a sejtciklus alatt, ez azt jelenti, hogy a protein-
akkumuladcié nagyobb a névekedés-stimulalt norméal

sejteknél, mint a legtobb rakos sejt esetén.

A normal és rakos sejtek ezen kilonbsége mellett
van egy masik, hasonldképpen fontos kuldénbség 1is:
mig a normal sejtek valaszolnak a névekedés-
szabalyozé stimulusokra, a rakos sejteknél az
ilyen wvalasz képessége csokkent, vagy egyaltaléan
nincs. Igy, mig a normadl sejtek a szokdsos néveke-
dési korulmények kozoéott rendelkezhetnek tartalék
noévekedési potenciallal, a rakos sejteknek nincs
ilyen tartalékuk, vagy csak 1igen kevés van. Ha a
normidl sejtek, valamint a rakos sejtek protein-
szintézisét hosszu idén at folyamatosan gatoljuk, a
két kuloénbézé tipustd sejt kuloéonbézdképpen reagal-
hat: a normal szévet felhasznadlhatja a tartalék
noévekedési potencialjat, és 1ily médon fenntartja a

normal sejt-termelddést, a rakos szodévetnek azonban
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nincs ilyen tartaléka, vagy csak nagyon kevés van.
Ugyanakkor a protein-felhalmozas sebessége a leg-
tébb rakos sejtben meglehetédsen alacsony (azaz a
proteinszintézis csupan alig nagyobb, mint a
protein-degradéacid). Ily médon a proteinszintézis-
gatlas éppen elegendd lehet ahhoz, hogy a tumoros
szovetet kiegyensulyozatlanna tegye a protein-
felhalmozas vonatkozasaban, és ez bizonyos
proteinek esetében negativ egyensiulyt eredményez.
Ez tébb napon at végzett, folyamatos kezelés esetén
a sejt-aktivitas megszlnését és a tumoros szovet
nekrézisat eredményezi, ugyanakkor a normal szoévet

nem karosodik.

Az eddig legtobbet vizsgalt vegyulet, amely
reverzibilis proteinszintézis-gatlast indukal és
rakellenes hatasu, az 5,6-benzilidén-d;-aszkorbinsav
[Zilascorb(ZH)]. Ennek a technika 4&llasa szerinti
vegyluletnek proteinszintézis-gatldé hatasat részle-
tesen Pettersen és mtarsai 1irtak le (Anticancer
Res., 11, 1077-1082. oldal, 1991), valamint az EP O
283139 szamua szabadalmi leiras ismerteti. A
Zilascorb(?H) tumor-nekrézist indukal in vivo huméan
tumor xenograftokban csupasz egereknél (Pettersen
és mtarsai: Br.J. Cancer, 67, 650-656. oldal,
1993) . A Zilascorb (%H) mellett a rakellenes
kezelésre vonatkozdan a technika 4&llasa szerinti
legkozelebbi vegyilet a 4,6-O-benzilidén-D-gluko-

piranéz (1. vegyilet). Ismeretes, hogy ez a két



vegyiilet - melyeket klinikai vizsgalatok soran
szamos rakbetegség kezelésére kiprdébaltak -
4ltalanos rakellenes aktivitidst tanusit. Konkrét

rakos szerv vagy szdévet esetén azonban nem volt
kimutathaté, hogy ezek a vegyuletek lennének a
legalkalmasabbak a kezelésre, ezért a molekulak

kifejlesztése nem volt indokolt.

Meglepd médon azt talaltuk, hogy a hexbéz-tipusu
cukrok benzaldehid-szarmazékai (beleértve a 4,6-0-
(benzilidén-d,) -D-glukopirandzt, a 2. vegyuletet 1is)
bizonyos szervekben vagy szdévetekben meglepden erds
rakellenes hatast fejtenek ki. Ennek a szelektivi-
tasnak a mechanizmusat egyeldére nem tudjuk megma-
gyarazni, de ugy hisszik, hogy ez a szarmazékok
cukor-részének egyes sejtek vagy szoévetek iranyaban
tantisitott affinitasaval kapcsolatos. A 2. vegyulet
(a deuteralt benzaldehid glukédéz-szarmazéka) példaul
meglepd médon erdsebb hatast fejt ki majrakra, mint
a Zilascorb(?H) (deuteralt benzaldehid és aszkorbin-
sav szarmazéka) (lasd a 6. példat). Human hasnyal-
mirigy adenokarcindémabdél szarmazdé Panc-1 sejtekkel
végzett kisérletekben is meglepé médon azt tapasz-
taltuk, hogy a 2. vegyulet erdsebb protein-gatlast
valt ki, mint a Zilascorb(?H) (lasd a 2. példat és a
3. Aabrat). Ezekben a szovetekben az a koézds, hogy
bizonyos glukéz-transzporterek és receptorok nagy
szamban vannak jelen. A technika allasa alapjan nem

lehetett arra kovetkeztetni, hogy a 2. vegyulet
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hatékonyabb lenne a majrak és a hasnyalmirigy-rak
kezelésében, mint a Zilascorb(?H). Eppen ellenke-
z6leg, az EP-0283139 szamd szabadalmi leirasban
szerepld kisérletek alapjan az lett volna eldre
varhaté, hogy a 2. vegyiulet hasonldé vagy csekélyebb

hatast fejt ki, mint a Zilascorb (?H).

Kisérleteink soran azt is tapasztaltuk, hogy
ezeknek a vegyluleteknek deuteralt analdégjai lénye-
gesen hatékonyabbak, mint a megfeleld proton-
analdégok. A hatasban tapasztalhatdé kulonbség igen

szembedtld a sejtadhézids kisérletek soradn (lasd a

3. és 7. példat). Ha a hidrogénatomot a kétszer
olyan nehéz deutérium-izotédppal helyettesitjuk, a
molekula kinetikai tulajdonsagai megvaltoznak,

mivel a C-D kotés felbomladsa lassabban megy végbe,
mint a C-H koétésé. Egyebek kozdtt a M.I. Blake és
mtarsai: J. Pharm. Sci. 64 (1975), 367-391 irodalmi
hely alapjan 1is 1ismert, hogy gydégyszerek deutera-

lasa megvaltoztathatja a farmakoldgiai mikodésiket.

Ugyancsak ismert az irodalombdél (EP O 283 139 és

Anticancer Res, 15:1921-1928 (1995)), hogy ha a

4,6-0-benzilidén-D-glukopirandz acetal-protonjat
deutériummal helyettesitjuk (1. vegyulet/2.
vegylilet), ez mind a proteinszintézist, mind pedig

a sejt in vitro mért tuléldé frakcidjat befolya-
solhatja. Véleményunk szerint ennek a D-izotédp

effektusnak egy lehetséges magyarazata kémiailag
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az, hogy a deuteralt benzaldehid lassabban

oxidalédik inaktiv benzoesavva, és ez a sejtek
vonatkozasaban azt eredményezi, hogy a deuteralt
hatdéanyagnak hosszabb a felezési ideje. Ahhoz
azonban, hogy az 1., 1lletve 2. vegyuletnek a NHIK

3025 sejtek tuléldé frakcidjara gyakorolt hatasaban
megmutatkozdé lényeges kulénbséget szemléltessuk, 6
mM-nal nagyobb gydgyszer-koncentracidkat kell
alkalmazni. Ezeket a sejteket 1-10 mM-os koncent-
racidknal vizsgalva a proteinszintézis-gatlasaban

fennalld kulonbség nagyon kicsi volt.

Most egy egészen mas fajta kisérletet végeztunk: a
NHIK sejtek és a szubsztratum koézdétti adhézids erdt
mértuk a sejteknek eldzetes, az 1. és 2. vegyllet
oldataiban végzett inkubalasat kovetden (lasd a 3.
példat). Mar 1 mM koncentraciénal is meglepbden erds
D-izotdép-hatast tapasztaltunk. Meglepd médon a 2.
vegyulet szamottevden, a kontrollhoz viszonyitva
1/3-ara csdkkentette az adhézidés erdét, ugyanakkor
az 1. vegylillet nem okozott jelentds csokkenést. Ugy
véljuk, hogy a 2. vegyulet beavatkozik az integ-
rinek bioszintézisébe, csoékkentve a sejteknek azt a
képességét, hogy a szubsztratumhoz kapcsoldédjanak.
Az integrinek strukturalis transzmembran proteinek,
amelyeknek meghatarozdé szerepuk van a sejteknek az
extracellularis matrixhoz torténd kapcsoldéddasaban
és a sejt-sejt kdélcsodénhatasnal. Az integrinek midko-

désének gatlasa 1igy kozvetlenul befolyasolhatja a
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rakos sejtek attételek létrehozasara iranyuld
képességét. A kisérlet azt mutatja, hogy az
integrinek kulénésen érzékenyek lehetnek a protein-
szintézis gatlasara. Ennek megfelelden a 2.
vegyulet jo1 alkalmazhatéd adttételes folyamatok

megakadilyozasara a rak kifejldédésénél.

Egy in vivo kisérleti modellen, amikor is az 1. és
2. vegyuletet hasonlitottuk ossze, a majat meg-
tamadé C170HM2 humadn kolorektalis rak sejtvonalat
fecskendeztiink 1i.p. csupasz egerekbe a gydgysze-
rekkel végzett kezelést kovetdéen. A 2. vegylulettel
kezelt 4allatok majaban sokkal kevesebb tumor-
kezdemény volt, mint azokéban, amelyeket az 1.

vegylulettel kezeltunk (lasd a 7. példat).

A fent emlitett kisérletekben kimutattuk, hogy a
rak aldehid-szarmazékokkal végzett kezelése soran a
D-izotdép hatéas sokkal Jjobban érvényesulhet, mint
ahogy azt irodalom alapjan feltételezni 1lehetett.
Ha a két kisérletet egyutt tekintjuk (3. és 7.
példa), lathatjuk, hogy a 2. vegyilet és az ahhoz
hasonld gydgyszerek kulonosen eldnyosek lehetnek a

majban lévdé primer és szekunder rak kezelésére.

Az 1. vegylulet (4,6-0-benzilidén-D-glukopirandz)
alkalmazadsa toébbek kézétt a majrak kezelésére az
UsS-4,882,314 sz. szabadalombdél ismert. Az emlitett

szabadalom 2. kisérlete szerint olyan vastag-
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bélrakban szenvedd beteget kezeltek, akinek majaban
rakos attételek voltak. A szabadalom 5. kisérlete
szerint azonban egy olyan beteg, akinek primer maj-

rakja volt, a kezelés utan négy hénappal meghalt.

Késébb G. Tanum és mtarsai (Am. J. Clin. Oncol.
(CCT), 13(2), 1990, pp. 161-163) arra a kovetkez-
tetésre jutottak, hogy az 1. vegyulet nem hatékony
kolorektalis rakban szenvedé betegeknél. Ebben a
kisérletben a kezelést két hoénapon at naponta
végezték, és a hatast a tumorméret elemzése alapjan

értékelték.

Sajat kisérleteink szerint, melynek soran Wistar
patkanyokban kémiai uUton kivaltott majrakot kezel-
tiunk 10 napon at intravénasan, meglepé mdbédon azt
tapasztaltuk, hogy a 2. vegyulettel kezelt 5 allat
kozi1l kettdnél nagy nekrotikus teruletek keletkez-
tek, am az 1. vegyulettel kezelt 5 allat egyikénél

sem alakult ki ilyen terilet (lasd a 6. példat).

Tovabbi kisérletet 1is végeztink, amelyben csupasz
egereket, melyekbe C170HM2 sejteket fecskendeztink,
az 1. és 2. vegylulettel kezeltink. A C170HM2 tumor-
vonal egy human kolorektalis sejtvonal, amely egy
beteg primer tumorjabdél szarmazott. A kisérlet
végén a majat eltavolitottuk, a lathatdé tumorokat
megszamoltuk és teljes keresztmetszeti teritletuket

megmértuk. A 2. vegyulet sokkal erdsebben hat a
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majat tamaddé Cl170HM2 human kolorektadlis tumorra,

mint az 1. vegyulet (7. példa).

Tovabbad meglepd mdédon azt is megfigyeltik, hogy a
2. vegylulet 1lényegesen Jjobban csoékkenti a majrak
kialakulasat patkanyokon, mint a =zilascorb(®H).
Fiatal patkanyokat elészdér nitrozaminnal kezeltiunk,
majuk egy részét kimetszettitk. Az allatoknal 3-6
hénap mulva majrak alakult ki. Tovabbi 11 hénapos
kezelést végeztiunk zilascorb (’H) vegyulettel vagy a
2. vegyulettel, és azt tapasztaltuk, hogy a 2.

vegyulettel kezelt allatok esetén sokkal jobban

lecsodkkent azoknak az allatoknak a szama,
amelyeknél majrak alakult ki, wvalamint a rakos
daganatokban 1lévd rakos szdévetmennyiség 1is, mint

a zilascorb(?H) vegytletekkel kezelt allatok esetén

(lasd a 6. példat).

Meglepd mdbédon azt tapasztaltuk tehat, hogy a 2.
vegyulet lényegesen jobb terapias hatast tanutsit a
madjradk (mind a primer, mind pedig az Aattételes

majrak) kezelésében, mint ahogy kordbban gondoltak.

Egy beltenyésztett Wistar patkany-toérzsnél (lasd
Eker R.: Acta Path. Microbiol. Scand., 34, (1954)
554-562)) veserak alakul ki az 4&llatokban egy
autoszémas dominadns gén hatasara. Az allatokat 11
hénapos korukban megoperaltuk abbdél a célbdl, hogy

felderitsuk, melyikiuiknél alakult ki rak (50 $%$-nak
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veserdkja volt). Azokat az allatokat vontuk be a
kisérletbe, amelyeknek 2-4 mm atmérdéjd daganatuk
volt, mivel tapasztalataink szerint az 1ilyen kis
tumorokban nincsenek nekrotikus tertiletek. Az
dllatok 10 napon at naponta kaptak injekcidt, vagy
izoténias sdboldatot (placebo), vagy zilascorb(?H)
vegyiiletet  vagy a zilascorb (*H) deuteralatlan
analdgjat (az 5,6-0-benzilidén-aszkorbinsav
natrium-sbéjat) vagy 2. vegyluletet tartalmazd sé-
oldatot. Azoknal az allatoknal, amelyeknek a
zilascorb (?H) deuteralatlan analégjat vagy placebédt
adtunk be, 10 napos kezelés utan csekély nekrdzist
tapasztaltunk, vagy egyaltalan nem volt nekrdzis, a
zilascorb (®H) vegyllettel wvagy a 2. vegyiulettel
kezelt &llatoknal a tumorok fele nekrotikus volt

(ldsd a 8. példat).

A kémiailag kivaltott rakképzdédésnek (mint amilyen
a 6. példaban szerepel) hasonldé a mechanizmusa,
mint az egyes virus-tipusok, pl. a hepatitis B és
C, egyes papilloima virusok vagy herpes virusok
altal kivaltott rakképzdédésé. Kilénodsen ez a
helyzet hepatitis B és C virussal fertdézott
betegeknél majrak kialakulasa esetén. Feltéte-
lezhetd tehat, hogy ezeknek a betegeknek a
talalmany szerinti szerekkel végzett profilaktikus
kezelése megakadalyozza vagy késlelteti a majrak
kialakulasat. Ezeknek a vegyluleteknek (példaul a 2.

vegyiletnek) a toxicitéasa csekély, emiatt is
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alkalmasak az ilyen kezelésre.

Egy immunolégiai felismerési folyamat soran egy
idegen proteinnek egy fragmentuma kotddik az
antigént addé sejt (APC) feliuletén 1évé, MHC 1II
osztalyu protein kotShelyéhez. ‘Ehhez az MHC -
antitest komplexhez kapcsolddik egy T-helper sejt
receptora 1is. Ahhoz, hogy egy T-helper sejtet
aktivaljunk, legalabb két jelet kell biztositani.
Az elsbédleges Jelet maga az antigén kozvetiti az
MHC II osztalyu komplex Utjan, a CD4 ko-receptorok
pedig felerdsitik. A masodik Jjelet egy specifikus
plazma-membran kotést jelzd molekula biztosithatja
az APC felilletén. Egy odailld ko-receptor protein a
T-helper sejt felilletén helyezkedik el. A T-sejtnek
mindkét jelre szuksége van ahhoz, hogy aktivaléd-
jon. Ha mar aktivaldédott, stimulalja a sajat proli-
feracibéjat oly mdédon, hogy 1interleukin novekedési
faktorokat valaszt ki és azokhoz illeszkedd
sejtfeliuleti receptorokat szintetizal. Az 1inter-
leukinek kotédése ezekhez a receptorokhoz mar

kdzvetleniil stimulédlja a T-sejtek proliferacidjat.

Az 1980-as években felismerték, hogy egy ciklo-
dextrin benzaldehid =zarvanykomplex képes az immun-
rendszer stimuladlasara oly mdbédon, hogy patkanyon
végzett kisérleti modellen szaporitja a limfo-
kinekkel aktivalt o6lésejteket (killer sejtek) (Y.

Kuroki és mtarsai: J. Cancer Res. Clin. Oncol. 117,
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(1991), 109-114) . In vitro kisérletek késdébb
ravilagitottak a masodik stimulacids jelért felelds
APC-donor/T-sejt receptor kolcsonhatasi helyeken
végbemend kémiai reakcidk természetére, és arra,
hogy ezek karbonil-amino kondenzacidés (Schiff-bazis
képz&dési) reakcidk. Ezek a kolcsédnhatasok szinte-
tikus kémiai anyagokkal utanozhatdék. Ezek a felis-
merések 1j terépiés lehetéségeket nyitnak meg az
immunrendszer mesterséges potencirozasara. A WO
94/07479 sz. szabadalmi leirasban olyan aldehidek
és ketonok alkalmazasat igénylik, amelyek T-sejt
feluleti amino-csoportokkal Schiff-bazisokat és
hidrazonokat képeznek. Az EP 0609606 Al szama
szabadalmi leirasban az elbnyéds immun-valaszt
stimulald anyag a 4-(2-formil-3-hidroxi-fenoxi-
metil) -benzoesav (Tucaresol), az a vegyulet,
amelyet eredetileg sarldésejt-anaemia kezelésére
szantak. Ezt az anyagot oralisan adjak be, és
szisztémésan bioldégiailag hasznosithatdé. Jelenleg
is vizsgaljak a Tucaresol hatékonysagat szamos
betegség, koéztiuk bakterialis, virusos és protozoon-
eredetli fertézések, autoimmun-betegségek és a rak
kezelésében (H. Chen és J. Rhodes: J. Mol. Med.
(1996) 74:497-504) és jelenleg 1s kifejlesztés
alatt &llnak olyan kombinalt gyégymédok, melyek
soran a Tucaresolt egy mas vakcinaval egyutt adjak
be krénikus hepatitis B, HIV és rosszindulatu

melanoma kezelésére.
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Az immunolégiail paraméterek in vitro mérésénél és a
hatiadsok in vivo megallapitasanal egy harang alaku
dézis/valasz profil tapasztalhaté (H. Chen és J.
Rhodes: J. Mol. Med. (1996) 74:497-504). Ez az
egyébként némileg szokatlan ddbzis/valasz kapcsolat
igazolhatdé, ha feltételezziuk, hogy az aldehid magas
koncentracidéinal a gydégyszer teliti a ko-stimulaléd
ligandumokat, amelyek ahhoz sziukségesek, hogy az
APC hatékonyan koétédjon a T-sejthez, és ezaltal
gatldé hatast fejt ki. Olyan dézis tdnik optima-
lisnak, amely elegendd egy ko-stimulacidét biztositéd
dinamikus egyensuly eléréséhez anélkul, hogy

gatolnad az intercellularis ligalast.

Altalanossagban az aldehidek - oxidacié miatt -
valdéjadban nem stabil vegyliletek. A 4-(2-formil-3-
hidroxi-fenoxi-metil) -benzoesav (Tucaresol), amely
az EP 0 609 606 szamu szabadalmi leirasban
szerepel, 1lényegesen hatékonyabb in vivo, mint 1in
vitro koérulmények kozdtt. Ennek oka az lehet, hogy
a gydgyszer vizes oldatokban, in vitro koériulmények
kézott oxidacidéra hajlamos (H. Chen és J. Rhodes:
J. Mol. Med. (1996) 74:497-504). Szamos aldehid
tulsidgosan reaktiv ahhoz, hogy beadhatdé legyen, és
a benzaldehid, még ha bizonyitottan hatékony
rakellenes szer 1is 1in vitro, erdsen irritald, és
kézvetlen in vivo alkalmazas céljara nem alkalmas.
Egy biotikus rendszerben az aldehid karbonil-

csoportja gyorsan reakcidba 1lép nukleofil
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anyagokkal, amelyek talsualyban vannak minden
testfolyadékban. Ezek a nemkivanatos mellékreakcidk
a gydégyszer gyors metabolizidcidéjidhoz vezethetnek,
és igy a hatdanyag szérumszintje nehezen
szabalyozhatdé. Hatékony immun-potencirozéds eléré-
séhez kulcsfontossagu, hogy a gydégyszert cellulédris
szinten egy szlk koncentracié-tartomadnyban lehessen
szabalyozni. A Tucaresolt oralisan adagoljak védé-
csoporttal el nem 1latott aldehidként, és gyanit-
haté, hogy a gydgyszer hatasa csodkken, és a farma-

kokinetika beszabalyozasa is nehézségekbe utkozik.

A 4,6-benzilidén-D-glukéz és deuteralt analdgja (az
1. és 2. vegylulet) bizonyitottan jél hasznosithatd
biolbégiailag ugy intravénas, mint oralis adagolas
esetén. A bioldégiai hasznosithatdédsdg a 2. vegyulet

BALB egereknek oralisan térténdé beadédsa utan a

szérumszint mérésével 93-99 %$-0s volt (C.B.
Dunsaed, J.M. Dornish és E.O. Pettersen: Cancer
Chemother. Pharmacol. (1995) 35:464-470) . Ezen

tilmenden a glukdéz-maradék affinitast mutathat a
sejtfeliuleten 1lévdé receptorokhoz, ily médon Javitva
a gydgyszer hasznosithatdésagat cellularis szinten.
A szabad aldehid az acetal hidrolizise utjan
konnyen kiszabadulhat, és a karbonil-csoport
Schiff-bazis képzdédés szamara hozzaférhetdvé valik

a cél-ligandumoknal.

A Jjelen szabadalmi bejelentésben az aldehidekbdl
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biolbégiailag elfogadhatdé karbohidratokkal, példaul
glukdzzal, galaktdzzal és hasonldé vegyuletekkel
képezunk acetalokat. Igy a molekula cukor-részének
is szerepe van az aldehidek hatasaban a stabilitas
és a bioldégiai hasznosithatdésag fokozasa révén. Igy
meglepd mdédon eredményesebbek a karbonil-konden-
zacids reakcidk, és vegyileteink alkalmazasaval a
farmakokinetika is koénnyebben kontrollalhaté, mint

az eddig ismert vegyuletek felhasznalasaval.

Abbodl a célbdl, hogy O0sszehasonlitsuk a 2.
vegyuletet a Tucaresollal, a sejt-inaktivalast és a
proteinszintézis-gatlast a két hatdanyag azonos
koncentriacidéinal mértik. Amint az 1. és 2. a&abran

lathaté, a 2. vegyulet mindkét mért paramétert

tekintve hatékonyabbnak bizonyult a Tucaresolnal.

A talalmany szerinti vegyuletek immunstimulaléd
hatidsa bizonyos virusos betegségek kezelésénél més
virusellenes terapiaval egyuttesen alkalmazva,
példaul virusellenes gydégyszerekkel vagy vakcinak-
kal kiegészitve is felhasznalhatdé. Sokféle virus az
elsd fertézés utadn beépill a sejtmagba, és hosszu

ideig inaktiv. Rakkeltd virusok, pl. a hepatitis B

és C, egyes retro-virusok és bizonyos papilloma
virusok rak kialakulasat okozhatjak. A latens
idészakban nagyon nehéz gyégyitani a virus-
fert8zést. Ezeknél a virusoknal immun-valaszokkal

gyakran virusvériliséget (virémiat) lehet eldidézni,
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és ebben a stadiumban meg lehet szabadulni a
virusfertbzéstél. A benzaldehid-szarmazékok immun-
valaszt kivaltd képessége virusellenes készitmények
vagy vakcinak egyidejd alkalmazasaval is felhasz-

nadlhatd e betegségek kezelésének kifejlesztésére.

A talalmany targyat elsésorban olyan Uj vegyuletek
képezik, amelyek a rakbetegség megeldzésére és/vagy

kezelésére hasznalhatdk.

A talalmany targyat tovabba olyan vegyuletek
képezik, amelyekkel a rakbetegség toxikus mellék-

hatasok nélkiul eldzhetd meg vagy kezelhetd.

A taladlmany tovabbi targyat olyan vegyliletek
alkotjak, amelyekkel a majrak (a primer majrak és
az egyéb rakféleségekbdl, példaul a kolorektalis
rakbdl kialakulo maj-attételek) megelézhetdk
és/vagy kezelhetdk. A profilaktikus kezelésnek nagy
jelentésége lehet a Hepatitis B vagy C virussal
fertézott betegeknél a majrak kialakulasanak

megelézésében 1is.

A talalmany még tovabbi targyat olyan vegyluletek
képezik, amelyekkel a rakbetegség hatékonyan és
kedvezden megeldzhetéd és/vagy kezelhetd olyan
szovetekben, amelyek receptorainak a megfeleld

cukor-molekularészekhez affinitasuk wvan.
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A talalmany még tovabbi targyat olyan vegyiuletek
képezik, amelyekkel a veserak hatékonyan és kedve-

z8en megeldzhetd és/vagy kezelhetd.

A talalmany még tovabbi targyat olyan vegyiuletek
képezik, amelyek a hasnyalmirigyradk hatékony és
kedvez8 megeldézésére és/vagy kezelésére hasznil-

hatodk.

A talalmanynak ezek és egyéb targyai a csatolt

igénypontok alapjan valdésithatdék meg.

A talalmany szerinti vegyuletek a 4,6-0-
(benzilidén-d,;) -D-glukopirandéz (2. vegyulet), a 4,6-
O-benzilidén-L-glukopiranéz (3. vegyiulet) és a
4,6-0-(benzilidén-d;)-L-glukopirandéz (4. vegyllet),

vagy valamely gydégyaszatilag alkalmas sdéjuk.

A 3. és 4. vegyulet onmagaban Gj szarmazék.

A talalmanyt az alabbi példakkal, valamint a

csatolt Abrakkal és tablazatokkal mutatjuk be.

Az aAbrak leirasa:

1. &abra: Az adatok olyan kisérletbél szarmaznak,
amelyben midanyag Petri-csészékhez rogzitett NHIK
3025 sejteket kezeltunk a 2. vegylulettel (A) vagy

Tucaresocllal (e) 20 éran at, 37 C° hémérsékleten. A
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tuléléd frakcid a sejteknek azt a frakcidjat
jelenti, amely a kezelést kovetden makroszkopikus
telepeket tud képezni. Minden pont 5 parhuzamos
kezelésnek megfeleld edénybdl szarmazd telepszamok
atlagértékét képviseli. A standard hibakat ott
tuntettiuk fel, ahol nagyobbak, mint a szimbdélumok

mérete.

2, adbra: A 2. vegylulettel (HM) vagy Tucaresollal (A)
1 o6éran at, 37 C°-on kezelt NHIK 3025 sejtek
proteinszintézisének sebességét mutatja a kezelet-
len kontrollhoz viszonyitva. A proteinszintézis
sebességét a gydgyszeres kezelés megkezdését kovetd
elsé éraban beépiuilt [’H]-valin mennyiségével mértik.
A proteinszintézis sebességét a sejtekben 1lévéd
protein o¢sszmennyiségére vonatkozdéan mértiuk. Az
adatok négy parhuzamos kisérlet adatait képviselik.
A standard hibakat ott Jjelezzuk, ahol nagyobbak,

mint a szimbdélumok mérete.

3. &abra: A 2. vegyulettel (M) vagy zilascorb(’H)
vegyilettel (A) kezelt Panc-1 sejtek protein-
szintézisének sebességét mutatja a kezeletlen
kontrollhoz viszonyitva. A proteinszintézis
sebességét a kezelés megkezdésétdl szamitott 1 ora
alatt beépiult [?H]-valin mennyisége alapjan mértik.
A proteinszintézis sebességét a sejtekben 1évéd
protein osszmennyiségéhez viszonyitva mértuk. A

standard hibak kisebbek, mint a szimbdélumok mérete.
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4. abra: A medians adhézids erdket abrazolja olyan
sejteknél, amelyeket k(l16nbozd benzaldehid-
szarmazékok hatasanak tettink ki. A sejteket 1 mM

koncentracidéja 1. és 2. vegylulettel kezeltiik.

5. &abra: Periférias vér egymagvas sejtjeit és Ex
Vivo 10 koézegben 1évé szuperantigént kezeltiunk
benzaldehiddel, deuteralt benzaldehiddel, a 2.
vegyiilettel vagy zilascorb(’H) vegylulettel. A peri-
férias vér egymagvas sejtjeinek proliferacidjat
ki1lo6nbozé gydgyszer-koncentracidknal a tritialt

timidin beépulése alapjan mértiuk.

6. Aabra: NMRI egereket a 1lépet megtamadd Friend
eritroleukémia virussal fertéztink meg 1.p.
Fertdézott és nem fertdzdtt egereket kezeltiunk i.p.
naponta a 2. vegyulet 5 mg/kg-os dbzisaval. 19

napig tartd kezelés utan a 1lépet kivagtuk és

lemértiik.

7. abra: Azoknak az allatoknak a frakcidjat
mutatja, amelyek boncoléasakor majtumor-szovetet
talaltunk.

8. abra: Az egy majra szamitott atlagos tumoranyag-
mennyiség azoknal az &allatoknal, amelyeknél daganat

fejlédott ki.

9. &bra: Az egy allatra szamitott atlageos test-
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témeget képviseld novekedési gérbéket mutatja
minden csoportnal. Az idbé-tengely az &allatok korat
képviseli. A standard eltéréseket csak kevés
mérésnél tuntettuk fel, hogy a goérbék vilagosabbak

legyenek.

10. Abra: Ezen az abran a majtumor gyakorisagat és
méretét &abrazoljuk ugyanazzal a goérbével, a méret-

tengelyen logaritmus-skalat alkalmaztunk.

11. &abra: Az 1., és 2. vegyuletnek a C170HM2 huméan

kolorektalis tumorra kifejtett hatasat mutatja.

12. &bra: Az 1. és 3. vegyulettel kezelt NHIK 3025
human méhnyak karcindédma sejtek proteinszintézisének
sebességét mutatja az egy oO6ras pulzusidé alatt
beépiult [’H]-valin mennyiségének mérése alapjan. Az
idét vagy kozvetleniil a teszt-vegyulet beadasatdl
(zArt szimbdélumok), vagy 2 dbraval késédbbi iddbpont-

tél (nyitott szimbdlumok) szamitottuk.

13. abra: A 2. és 4. vegyulettel kezelt NHIK 3025
humadn méhnyak karcindéma sejtek proteinszintézisének
sebességét mutatja az egy oOras pulzusidé alatt
beépiilt [’H]-valin mennyiségének mérése alapjan. Az
idét vagy kozvetlenul a teszt-vegyiulet beadasatodl
(zArt szimbélumok), vagy 2 oraval késdbbi idé-

ponttdél (nyitott szimbdlumok) szamitottuk.
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14. abra: A sejt-tulélést mutatja NHIK 3025 human
méhnyak karcindéma sejtek telepképzd képességének
mérése alapjan, az 1. vegyilettel (o) vagy a 3.

vegyulettel (0O) 20 o6ran at végzett kezelés utan.

15. &abra: a sejt-tulélést mutatja NHIK 3025 humén
méhnyak karcindma sejtek telepképzd képességének
mérése alapjan, a 2. vegylulettel (0) vagy a 4.

vegyulettel (A) 20 6ran at végzett kezelés utan.

16. abra: a sejt-tilélést mutatja T47-D humin emld
karcinéma sejtek telepképzd képességének mérése
alapjan L-glukdézzal (e) vagy a 3. vegyulettel (O)

20 b6ran At végzett kezelés utan.

A tablazatok leirasa:

2. tablazat: normdl és rakos szdovetek szédvettani

megfigyelése. 1. Csoport: kezeletlen kontroll.

3. tablazat: normal és rakos szdvetek szédvettani

megfigyelése. 2. Csoport: placebo.

4. tablazat: normal és rakos szovetek szdvettani

megfigyelése. 3. Csoport: a 2. vegyulet 85 mg/kg

napi ddbézisban.
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A vegyiilet R ;
<zama Szerkezeti képlet Név
H
1 o 4,6-0O-Benzylidene-
0 Q D-glucopyranose
HO
OH OH
D
) o o 4,6-0-(Benzylidene-d1)-
(0] D-glucopyranose
o 5 giucopy
OH OH

3 o) OH 4,6-O-Benzylidene-
0 O/ on L-glucopyranose
H HO

o OH
4 o o 4,6-0O-(Benzylidene-d1)-
OH L-glucopyranose
D HO

E184llitas

Amint ismeretes, az aldehidek alkoholokkal savval
elésegitett kondenzacids reakcidba lépve acetalokat
képeznek. A reakciod vizképzddéssel Jar egyutt. A
folyamat reverzibilis, és oldatban aldehid/alkohol
és acetal/viz egyensulyi elegye keletkezik. Az

egyensulyi helyzetet fdéként a molekuladk reakti-

vitasa és koncentraciéja hatarozza meg. Abbdl a
célbdl, hogy a reakciodt a befejezés iranyaba
elémozditsuk, a termékeket (acetal vagy viz)

4l1talaban eltavolitjuk a reakcidelegybdl.
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A jelen szabadalmi bejelentésben D(+)- vagy L(-)-
glukdézt kondenzaltatunk aldehidekkel vagy aldehi-
dekkel ekvivalens vegyuletekkel benzilidén-glukébz-
acetalok elballitasa céljébél.‘Kﬁlénésen elényds az
Ujra-acetilezés, amikor 1is nem magat a benzal-
dehidet, hanem annak dimetil-acetaljat alkalmazzuk.
Ekkor a reakcié metanol keletkezésével Jar. A

reakcidbelegyet csokkentett nyomadson enyhén felmele-

gitjuk, hogy a metanolt keletkezésekor azonnal
eltavolitsuk. A legtotbb esetben ezek a reakcid-
kéruilmények az egyensulyt az acetalképzddés

iranyaban befolyasoljak.

A cukrok acetilezése soran altaliaban regio- és
sztereoizomerek keveréke képzddik. GyUridszikulés-
sel jard atalakulasok is végbemehetnek, ami

pirandézok és furandézok keverékének képzdédéséhez
vezet, és egyes esetekben diacetilezett adduktok
keletkeznek. Ebb&l kovetkezik, hogy hacsak védelmi
stratégiat nem alkalmazunk, gyakran nagyon &ssze-
tett reakcidelegyek képzddésével kell szamolnunk.
Meglepd&en tiszta termékfrakcidkat allitottunk
azonban eld megfeleld feldolgozas utjan, kiuldéndsen
folyadék-kromatografia alkalmazasaval, vagy - Uzemi
méretekben elénydés - kristalyositasi mdbdszerrel. A
termékek azonositasat GC vagy MS spektroszkdpiaval

és kuldénbozd NMR-mdédszerek alkalmazasaval végeztiuk.

A meghatadrozott reakcidkoérulmények, az alkalmazott
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oldészer és katalizator minden egyes esetben a
reaktiansok oldhatésagatodl, reaktivitasatdél és a
termékek tulajdonsagaitdél fiugg. A katalizator lehet
asvanyi sav, pl. kénsav, szerves sav, pl. para-
toluol-szulfonsav, savas 1loncseréldé gyanta, pl.
Amberlyst 15, egy Lewis-savas asvanyi agyag, pl.
Montmorillonite K-10 vagy egy gyantara felvitt

szupersav, pl. Nafion NR 50. A reakcidét altalaban

dipolaros, aprotikus oldészerben, pl. dimetil-
formamidban, dimetil -acetamidban, dimetil-szulf-
oxidban, N-metil-pirrolidonban, dimetoxi-etanban

vagy mas hasonldé oldébészerben hajtjuk végre. Elé&-
nydésen és leggyakrabban dimetil-formamidban oldott

para-toluol-szulfonsavval dolgozunk.

A deuteridlt vegyiilletek a fentiek szerint &allithatdk
eld, azzal az eltéréssel, hogy kiindulasi anyagként
benzaldehid-d; vegyuletet alkalmazunk. A deutero-
benzaldehid eldallitasara médositott Rosenmund
redukcidét alkalmazhatunk, melynek soran deuterilt
oldészerben feloldott D, gazt hasznalunk az EP 0 283
139 B1 szamu szabadalmi leirasban ismertetett

moédon.

Az alabbi példakkal szemléltetjuk a talalmany

szerinti vegyuletek eléallitasat.
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1. Vegylulet: 4,6-0-Benzilidén-D-glukopiranédz

Ezt a technika &allasabdél ismert vegyluletet a 2. vegylulet
eléallitasara alkalmazott eljaras szerint készitettuk,
kiindulasi anyagként deuteralatlan benzaldehid-dimetil-
acetalt alkalmaztunk. Az azonositast 'H-NMR spektrosz-

képias médszerrel végeztiuk DMSO-d¢-ban.

TMS-re vonatkozé 6: 7,58-7,29 (5H, m, Ar-H), 6,83 (0,4H,
d, OH-1-B), 6,60 (0,6H, d, OH-l-a), 5,61 (lH, s+s,
acetal-H), 5,25 (0,4H, d, OH-3-f), 5,21 (0,4H, d, OH-2-
B), 5,62 (0,6H, d, OH-3-a), 5,00 (0,6H, H-1-a), 4,82
(O,6H, d, OH-2-a), 4,49 (O,4H, t, E—I—B), 4,18-4,02 (1H,
m, H-6’-o+B), 3,89-3,77 (0,6H, m, H-5-a), 3,75-3,57
(1,6H, m, H-6"-o+ B és H-3-a), 3,45-3,27 (2,5H, m, H-3-

B, H-4-o+B, H-5-B és H-2-a) és 3,11-3,00 (0,4H, m, H-2-P).

2. Vegyulet: 4,6-0-(Benzilidén-d,;)-D-glukopirandz

A benzaldehid-d; eldallitasahoz és benzaldehid-
dimetil-acetal-d; vegyiuletté torténd atalakitasahoz
az EP O 283 139 Bl sz. szabadalmi 1leirasban
ismertetett eljarast alkalmaztuk. Az emlitett
szabadalomban a 4,6-0-(benzilidén-d;)-D-glukopirandz
elballitasat is ismertetik, de ezuttal a vegylletet
egy alternativ eljarassal allitottuk eld annak

érdekében, hogy nagy tisztasagu termékhez jussunk.

D(+)-Glukdzt (706 g, 3,92 moél) , benzaldehid-
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dimetil-acetal-d; vegyluletet (571 g, 3,73 mél),
szaraz DMF-ot (1,68 kg) és para-toluol-szulfonsavat
(4,5 g, 24 mmol) kevertiunk Ossze egy szaraz
desztillaldé készulékben, amely egy hideg vissza-
folyd hitdén keresztill egy vakuumszivattyidhoz csat-
lakozott. Az elegyet a metanol ledesztillalasa cél-
jJjabdl keverés koézben, 4 kPa nyomason legfeljebb 69
C°-ig melegitettik, és 2 obra elteltével 235 g-ot
gyujtdéttunk be. Ekkor a visszafolyd hitdét 1lekap-
csoltuk, a DMF ledesztillalasa céljabdél a hémérsék-
letet legfeljebb 73 C°-ra emeltiuk, tovabbi 1385 g
anyagot gylUjtéottink be és a desztillacidét meg-

szakitottuk.

A maradékot kb. 40 C°-ra hdtottuk és 2,9 1 Jjeges
vizet adtunk hozza 5 percen beliul. A hdémérséklet
0O C° ala esett, és csapadék képzddott, részben nagy
rogék formajaban. A keveréket Aattettik egy £f6z6-
edénybe, és tovabbi 8-9 1 jeges vizet adtunk hozza
azért, hogy a rogok szétessenek és szuszpenzid
képz&ddjdén. A szuszpenzidt két nuccsszirdn szilrtik,
és a két szirdblepényt egy éjszakan at a vizsugaras
vakuumra kapcsolt szldrékon hagytuk, mindkét szdrd-
lepényt egy forditott szdrén keresztil nitrogénnel
bblitettink. A szlrdblepényeket két deszkalapon
szétvalasztottuk és 32 C°-on 20 éran at vakuum-
kemencében szaritottuk. A vakuumot eldészoér 1300 Pa

értékre allitottuk, majd 100 Pa-ra csokkentettik.
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A nyers terméket (a dibenzilidén-acetalok eltavoli-
tasa érdekében) atkristalyositottuk és vizzel
mostuk (a DMF és a glukdéz eltavolitadasa céljabdl)
mindaddig, amig ezektdél a szennyezdéddésektdl meg-
szabaditottuk. A nyers terméket (500 gq) forréd
dioxanban (800 ml) feloldottuk, és az oldatot egy
hajtogatott szldrdén keresztul forrdé kloroformhoz (9
1) adtuk. Az oldatot, elészor a kérnyezet
hémérsékletére engedtiuk lehdlni, majd egy éjszakan
4t jeges furddén tartottuk. A csapadékot kiszidrtuk,
2 éran at a szlUrdén szaritottuk (a fentebb leirtak
szerint nitrogénnel o6blitve), és egy ¢éjszakan at
31 C°-on, vakuumban, forgdé parologtatdn tovabb

szaritottuk. A terméket (142 g) Jjeges vizben (1 1)

szuszpendal tuk, nuccson szldrtuk (200 ml jeges
vizzel mosva) és egy éjszakan at a szirdén
szaritottuk az elézdbekben 1leirtak szerint. Ekkor

megéroltik, Aatszitaltuk (0,5 mm lyukbbéségld szitan)
és vakuumban 5 éradn &t 31 C° hémérsékleten forgd
parologtatdén szaritottuk. A terméket (96 g) még
egyszer szuszpendaltuk Jjeges vizben (500 ml), le-
szUrtik (150 ml jeges vizzel mosva) és szaritottuk
(7 o6éran at, nitrogénnel mosva). Végul mozsarban
megdéroltik, atszitaltuk (0,5 mm) és vakuum-

kemencében szaritottuk.

A termék fehér, finom eloszlasu, HPLC szerint nagy
tisztasagu por. A hozam 95 g, az elméleti mennyiség

10 $-a. DMSO-ds-ban végzett NMR vizsgalat szerint az
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o: anomer arany hozzavetdéleg 7:3.

'H- és '*C-NMR (DMSO-d¢), TMS-re vonatkozé §&: 7,55-7,28
(5,00H, m, Ar-H), 6,85 (0,27H, d, OH-1-B), 6,58 (0,71H,
d, OH-1-a), 5,24 (0,27H, d, OH-3-B), 5,19 (0,28H, d, OH-
2-B), 5,61 (0,71H, d, OH-3-a), 4,99 (0,72H, H-1-a), 4,82
(0,71H, d, OH-2-a), 4,48 (0,29H, t, H-1-B), 4,20-4,04
(1,04H, m, H-6’-a+B), 3,88-3,73 (0,78H, m, H-5-a), 3,73-
3,56 (1,72H, m, H-6"-a+B és H-3-a), 3,46-3,21 (2,61H, m,
H-3-b, H-4-a+f, H-5-f és H-2-a) és 3,09-2,99 (0,28H, m,
H-2-B), 137,881, 128,854, 128,042, 126,435 (Ar-C),
100,462 (acetal-C), 97,642 (C-1-B), 93,211 (C-1-a),
81,729 (C-4-a), 80,897 (C-4-B), 75,796 (C-2-PB), 72,906
(C-2-a és C-3-B), 69,701 (C-3-a), 68,431 (C-6-a), 68,055

(C-6-B), 65,810 (C-5-B) és 62,032 (C-5-a).

3. Vegyulet: 4,6-0-Benzilidén-L-glukopirandz

L-Glukézt (5,0 g, 27,8 mmdél), benzaldehid-dimetil-
acetalt (4,66 g, 30,6 mmdél) és para-toluol-szulfon-
savat (32 mg, 0,17 mmdél) desztillald késziulékben,
szaraz DMF-ban (20 ml) &ésszekevertiunk. Vizsugar-
szivattyut <csatlakoztattunk a rendszerhez, és a
metanolt és DMF-ot révid utas desztillaciodval
vakuumban eltdvolitottuk. A szintelen szuszpenzid
55 C°-on fél o6ran belul feloldédott, és a kapott
oldatot 12000 Pa nyomason fél <o6éraig kevertuk,

mikdédzben a hémérsékletet fokozatosan 65 C°-ra
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emeltiuk. A vakuumot maximalisra noéveltiuk, és a
reakcidelegyet tovabbi 45 percig beparoltuk. A
hémérséklet a desztillacidé végére 75 C°-ra emel-
kedett. A maradék halvanysarga szirup volt, amit
NaHCO; (29 mg) hozzadadasaval semlegesitettink, és

hagytuk kihdlni.

A nyers terméket metanolban (10 ml) feloldottuk és
reverz fazisu RP-8 oszlopon kromatografaltuk,
eluidlébészerként metanol/viz 1:1 aranyu elegyét
alkalmaztuk. A termékfrakcidkat egyesitettiuk, és a
metanol eltavolitasa céljabdél beparoltuk. A kapott
oldatot wvizzel tovabb higitottuk, és fagyasztva
szAritottuk. HaArom ki#lénbdzéd menetbdl osszegyldjtve
a fehér, pelyhes szilard anyagot 2,42 g, 32,5 %

terméket kaptunk, ez az elméleti hozam 32,5 %-a.

A szililezett mintdk GC kromatografias vizsgalata
szerint a termék két izomerbdl (o és P anomerbdl)
4ll 35:65 aranyban. Az 'H NMR eltolédasok DMSO-de-
ban hasonldak voltak, mint a 4,6-O-benzilidén-D-
glukopirandéznal: 7,51-7,30 (5H, m, Ar-H), 6,86
(0,6H, széles s, OH-1-B), 6,58 (0,3H, széles s, OH-
1-o0), 5,58 (0,9H, s+s, acetal-H-a+f), 5,23 (0,7H,
d, OH-3-B), 5,20 (0,6H, d, OH-2-B), 5,11 (O0,4H, d,
OH-3-a), 5,00 (0,4H, H-1-a), 4,82 (0,3H, d, OH-2-
«), 4,47 (0,7H, d, H-1-B), 4,21-4,08 (1H, m, H-6'-
oa+pf), 3,87-3,73 (0,4H, m, H-5-a), 3,73-3,59 (1, 3H,

m, H-67-a+B és H-3-a), 3,46-3,22 (3,7H, m, H-3-B,
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H-4-o+B, H-5-B és H-2-a) és 3,09-2,99 (0,6H, m, H-2-P).

4., Vegyulet: 4,6-0-(Benzilidén-d;)-L-glukopirandz

L-Glukézt (5,14 g, 28,6 mm) DMF-ban (20 ml) 95 C°-ra
melegitettunk, amig tiszta oldat képzdédott. A reak-
cidelegyet tartalmazéd lombikot akkor 65 C°-os
vizfurddébe helyeztiuk, és az elegyhez para-toluol-
szulfonsavat (33 mg, 0,17 mmél) adtunk. Ezutéan egy
fecskenddbdl 20 percen at benzilidén-dimetil -
acetal-d; vegyuletet (4,7 ml, 31 mmbél) csodépodgtettink
a kevert glukdéz-oldathoz egy vizsugarszivattyuval
létrehozott, szabalyozott 8000 Pa nyomasu
vakuumban. A DMF-ot ezutan vakuumban (200 Pa), 65
C°-on leparolva nagyon halvany sarga olajat kaptunk,
amelyvhez NaHCOs;-ot (345 mg) adtunk, és az elegyet 5
percig kevertuk. Meleg vizet (67 C°, 15 ml) adtunk
az olajhoz 65 C°-on magneses keverdvel végzett
keverés kézben, majd a lombikot meleg vizfurdében
addig raztuk, amig ugy tdnt, hogy az olaj fel-
oldédott. A lombikot ezutadn kb. 5 percre hideg
vizsugar alad helyeztiik. Alig egy-két perc eltel-
tével amorf massza képzddott. A vizes keveréket
jeges-vizes furddébe helyeztiik és 40 percig &allni
hagytuk. Ez 1id6é alatt fehér csapadék képzddott,
amit vakuumsziréssel izolaltunk (dekantaltuk az
amorf anyagtdél), hideg forrasvizzel (25 ml), majd
hideg 1izopropanollal (5 C°, 2x5 ml) mostuk, és

nitrogén-aramban térténd szaritast kovetdéen 1,85 g
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szaraz, fehér port kaptunk. Ezt a terméket
szilileztik és gaz-kromatografias médszerrel
elemeztik. Eszerint a kivant terméket 99 $%-os

tisztasagban kaptuk.

'H-NMR, TMS-re vonatkozé O (DMSO-d¢): 7,55-7,25 (m, 5H,
Ar-H), 6,85 (s, 0,48H, OH-1-B), 6,55 (s, 0,33H, OH-1l-a),
5,25 (d, 0,48H, OH-3-B), 5,20 (d, O0,49H, OH-2-B), 5,10
(d, 0,35H, OH-3-a), 4,98 (d, 0,35H, H-1-a), 4,82 (d,
0,34H, OH-2-a), 4,48 (d, 0,51H, H-1-B), 4,20-4,05 (m+m,
0,53 + 0,42H, H-6’ a+P), 3,85-3,73 (m, 0,44H, H-5-a),
3,72-3,57 (m, 1,27H, H-6"-o+B és H-3-0), 3,45-3,20 (m,
7,8H, H-3-B, H-4-o+B, H-5-B és H-2-a) és 3,10-2,98 (m,

0,56H, H-2-P).

Bioldégiai kisérletek

1. Példa

A hatds bemutatidsihoz hasznalt bioldégiai anyagok és

médszerek

Sejttenyésztési mdbédszerek

Nyaki karcindémabél in situ kinyert human NHIK 3025
sejteket (Nordbye, K. és Oftebro, R.: Exp. Cell
Res., 58:458, 1969, Oftebro R. és Nordbye K.: Exp.
Cell Res ., 58: 459-460, 1969) tenyésztettiink
Eagel’s Minimal Essential Medium (MEM) tapkézegben,
amelyet 15 % magzati Dborjaszérummal (Gibco BRL

Ltd.) egészitettunk ki. Humadn T-47D emldé-karcindma
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sejteket (Keydar és mtarsai: Eur. J. Cancer,
15:659-670) 10 % magzati borjuszérummal, 0,2 u/ml
inzulinnal, 292 mg/ml L-glutaminnal, 50 u/ml peni-
cillinnel és 50 mg/ml streptomicinnel kiegészitett
RPMI-1640 tapkozegben tenyésztettink. A sejteket

egy rétegben, rutinszerlen névesztettitk 37 C° hdémér-

sékleten, szdvettenyésztd edényekben. Abbdbl a
célbdl, hogy a sejtek folyamatos exponenciéalis
ndévekedését fenntartsuk, a sejteket tripszineztik

és hetente haromszor Ujra-tenyésztettik.

Sejt-tulélés

A sejt-tulélést a telepformald képesség formajaban
mértilk. Beoltas elétt az exponencialisan novekvd
sejteket tripszineztik, egyeduilalld sejtek
formadjaban szuszpendaltuk és kozvetlenul 5 cm-es
mianyag edényekbe oltottuk. A beoltott sejtek
szamat Ugy alakitottuk, hogy a tuléldé sejtek szama
kb. 150 legyen edényenként. Kb. két oéras, 37 C°-on
torténd inkubalas utdn a sejtek odatapadtak az
edények aljahoz. Ezek utan kezdtuk meg a gydégy-
szeres kezelést oly médon, hogy a kozeget a kivant
gybdgyszer-koncentracidju kdzegre cseréltiuk. A
gybégyszeres kezelést folytatva a sejteket egys:zer
meleg (37 C° hdémérsékletld), Hank-féle egyensulyban
1évé sdoldattal oOblitettitk, majd friss kozeget
adtunk hozza. 10-12 napig CO, inkubdtorban 37 C°-on

tartottuk, majd a sejteket etanolban fixaltuk és a
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telepek megszamlalasa elétt metilén-kékkel meg-

festettik.

Az 1. &bran 1lathatdé, hogy a 2. vegyulet nagyobb

mértékben inaktivalja a sejteket, mint a Tucaresol.

2. Példa

Proteinszintézis

A proteinszintézis sebességét az elézdekben leirtak
szerint szamitottuk ki (Ronning, O.W. és mtarsai:
J. Cell Physiol., 107:47-57, 1981) . R6viden,
cellularis proteint a kisérlet elétt 1legaldbb 2
napig konstans specifikus radioaktivitéasu (0,5
Ci/mél) [**C]valinnal jelodltiink. Abbdél a célbdl, hogy
a specifikus radioaktivitast allanddé szinten tart-
suk, a kozegben magas koncentracidéju (1,0 mM)

[**Cc]valint alkalmaztunk. Ennél a valin-koncentracié-

nal a ['‘Cc]valinnak az intracellularis valinnal és a
proteolitikusan képzddoétt wvalinnal wvaldé higulasa
elhanyagolhaté (Ronning, O.W. és mtarsai: Exp. Cell
Res. 123:63-72, 1979). A proteinszintézis sebességét a
[*H]valin beépiilésébd8l szamitottuk, amit a megfeleld
mérési periddus kezdeténél proteinbe beépilt o6ssz-
[**C]-radio-aktivitas mértékéhez viszonyitottuk, és
szazalék/éra értékben fejeztik ki (Ronning, O.W. és

mtarsai: Cell Physiol. 107:47-57, 1981).

A 2. a&abran 1lathaté, hogy a 2. vegylulet nagyobb
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proteinszintézis-gatlast indukal, mint a Tucaresol.

A 3. abran 1lathaté, hogy a 2. wvegyllet erdsebb
proteinszintézis-gatlast indukal, mint a
Zilascorb(’H). Ebben a kisérletben E2a kézegben
névesztett humadn hasnyalmirigy adenokarcindémabédl
szarmazbé Panc-1 sejteket hasznaltunk (Lieber és

mtarsai: Int. J. Cancer, 15: 741-747, 1975)

3. Példa

Sejtadhézidbds mérések

A sejtadhézidés erdét manipulacids erd alapjan mikodd

mikroszkop (G. Sagvolden: Manipulation force
microscope, doktori disszertacidé, Oszldi Egyetem,
1998 és G. Sagvolden, I. Giaever ¢és J. Feder:

Characteristic protein adhesion forces on glass and
polystyrene substrates by atomic force microscopy,
Langmuir 14 (21), 5984-5987, 1998). Ro6éviden: NHIK
3025 karcindéma sejteket tenyésztettiink CO,-mentes
kozegben, amely 15 % magzati borjuszérumot
tartalmazott. A sejteket 20 oérara az 1. vagy 2.
vegyiulet hatdsanak tettik ki 1 mM koncentracidnal,
majd tripszin segitségével eltavolitottuk a sejt-
tenyésztéd lombikbdl. A sejteket szuszpenzidban
tartottuk, és a kozeget a tripszines reakcid be-
fejez8dése utan 90 perccel szovettenyésztd poli-
sztirol szubsztratumokon az 1. vagy 2. vegylulettel

oltottuk be. A sejt-szubsztratumok adhézids erejét
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a sejtek elmozditasaval mértik, erd-atalakitdként
az atomerdé-mikroszkdép ferde konzolja funkcionalt.
Egyszerre csupan egy sejtet helyeztiunk at, és

minden sejtet csak egyszer helyeztiunk at.

A minden sejtre kifejtett maximalis erdét annak az
idének a fuggvényében Jegyeztik fel, amennyi a
sejteknek a szubsztratumon toérténd beoltasa ota el-
telt. A 4. &bran a medians erdét abrazoljuk egy 19
mérésbdl 4lldé csoportnadal annak az &atlagos 1iddnek
fuggvényében, ameddig az 1. vagy 2. vegyulet hat a
sejtekre. Az Aabran azoknak a sejteknek adhéziéds
erejét is feltuntetjuk, amelyeket nem tettunk ki
ezen vegyuletek hatadsanak. A 2. vegyiiletnek ebben a
koncentracidéban erdés adhézids erdt csodkkentd hatasa
van, az 1. vegylletnél azonban szignifikans hatast
nem tapasztaltunk. A vegylulet hatasa fdéként a
sejtek adhézids erejének, nem pedig az adhézid idé-

folyamatanak csékkentésében nyilvanul meg.

A szubsztratumhoz torténd kapcsolddas csokkentett
képessége a sejtek integrinek &altal kozvetitett
lekdtédésének gatlasaval allhat osszefiuggésben.
Ismeretes, hogy az ilyen gatlas programozott
sejtpusztulast valthat ki Ugy hepatoma, mind pedig
melanoma rakbetegségnél (Paulsen, JE, Hall KsS,
Rugstad HE, Reichelt KL és Elgjo K: The synthetic
hepatic peptides pyroglutamylglycylserylasparagine

and pyroglytamyl-glutamylglycylserylaspartic acid
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inhibit growth of MH1C1 rat hepatoma cells
transplanted into buffalo rats and athymic mice.
Cancer Res. §g (1992) 1218-1221. and Mason MD,
Allman R és Quibell M, ~Adhesion molecules in
melanoma - more than Jjust superglue?” J. Roval Soc.

Med. 89 (1992) 393-395).

A NHIK 3025 sejtek és a szubsztratum kozotti
adhézidés erdt a sejteknek az 1. és 2. wvegyiuletek
oldataiban térténd eldzetes inkubalasat kovetden
mértik. Mar 1 mM koncentracidéban is meglepden erds
D-izotdép hatast mutattunk ki. Meglepdé mbébdon a 2.
vegyulet lényegesen, a kontrollhoz viszonyitva egy-
harmadara csdékkentette az adhézids erdt, ugyanakkor
az 1. vegyulet nem okozott jelentds csokkenést. Ugy
véljuk, hogy a 2. vegylulet az 1integrinek Dbio-
szintézisére lehet hatassal, csodokkenti a sejteknek
azt a képességét, hogy a szubsztriatumhoz kapcso-
lédjanak. Az integrinek strukturdlis transz-membran
proteinek, amelyeknek meghatarozé szerepuk wvan a
sejtek extracellularis matrixhoz valdé kotddésében
és a sejt-sejt koélcsodnhatasban. Az integrinek
mikodésének gatlasa igy kozvetlenul befolyasolhatja
a raksejtek attétel-kialakitd képességét. A kisér-
let azt mutatja, hogy az integrinek kuldéndsen
érzékenyek lehetnek a proteinszintézis-gatlasra.
Ezért a 2. vegyulet 361 hasznalhaté rak kialaku-

liasakor az attétel-képzddés megeldzésére.
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4., Példa

Kisérletek a 2.vegyillettel FRIEND eritroleukémia

virussal (FLV) fertdézott NMRI egereken

Virus: Eveline-sejteket Gerhard Hunsman muncheni
professzortdél szereztink be. Kimutattuk, hogy ez a
virus, amit eredetileg Friend helper virus-
forrasként alkalmaztak, ugyanolyan méretd defekt-
virust tartalmaz, mint a Spleen Focus Forming virus
(SFFV), amely eritroleukémiat valt ki NMRI egereken

4-8 hetes késedelem utan.

Egerek: NMRI egereket Daniabél, a régi Bomholt
farmrél kaptunk az SIFF Utjan. Az egereket méajus
6.-a4n kaptuk meg, és majus 1ll-én kezdtuk meg veluk
a kisérleteket. Ekkor intraperitoneadlisan 50 mikro-
liter, Eveline-tenyészetbdl szarmazé szupernatans-
sal fertdéztik meg J&ket. 24 oéra malva kezdtiuk a
kezelést. A 2. és 5. vegyuletet steril 1izotdniéas
glicerin-oldatban feloldottuk olyan koncentracid-
ban, amely 50 mikroliter intraperitonedlis beadasa

esetén 5 mg/kg-nak felel meg.

A kisérletet az aldbbiak szerint allitottuk ossze:
10 nem fertdzodtt egér - kontroll

10 megfertdézott egér - kontroll

5 nem fertdzdtt egér, a 2. vegyulettel kezelve

10 megfertdzott egér, a 2. vegyulettel kezelve
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Az egereknek 19 napon at naponta egyszer 1injek-
cidkat adtunk be intraperitonealisan. JGnius 1.-té1
junius 16.-ig, amikor is 1leoltiuk J&ket, nem kaptak
kezelést. Janius 16.-an az egereket 1ledltiuk. A
vériuket visszatartottuk (tovabbi analizis céljara).
A lépet eltavolitottuk és lemértiuk (lasd az alabbi
3. tablazatot). A 1lép egy részét nitrogénben
lefagyasztottuk, majd vékony szeletekre vagtuk,

masik részét pedig formalinban fixaltuk.

1. Tablazat

nem fertdzott fertézott 2. vegyilet 2. vegyiilet
kontroll kontroll nem fertdézott fertézdtt
125 154 266 151
160 240 143 153
94 214 106 168
146 212 153 145
118 165 117 149
120 171 157 127
115 190 63,824 131
103 204 170
130 203 127
147 148 148
125,8 190,1 157 146,9
20,5 24,5 63 15,228

Az eredmények a 6. abran is lathatodk.

Amint lathatd, szamottevd kuldédnbség van a fertdzott

0000 0000 00y 0o
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és a nem fertdézdtt allatok lépének toémegében. A 2.
vagy 5. vegyulettel kezelt, nem fertézott alla-
toknal ezek a tomegek meghaladjadak a nem fertdzott
kontroll dllatoknal mért témegeket, még ha a
kulénbség nem 1is szignifikans. Megfigyelhetd, hogy
azoknak a fertdézott allatoknak az atlagos 1lép-
tomege, amelyeket a 2. vegyulettel kezel tink,
kisebb, mint a nem fertdézdétt, hasonldképpen kezelt
allatoké (feltételezziuk, hogy ez az eredmény abbdl
ered, hogy a kontroll-csoport egyik allatanak

viszonylag nagy lépe volt).

A nem fertdézdétt kontroll-csoportnal a 1lép szovet-
tani vizsgalat alapjan normalisnak bizonyult. A
fertézott, nem kezelt csoportban minden allatnal a
patolégias leukémia-sejtek talalhatdk a vords
léppulpaban. A 1lépeknek, a 2. vegyulettel kezelt,
nem fertdzott allatok esetén megnagyobbodott
germindalis kozéppontjuk van, amely az immun-
stimulaciéd kifejezbdéseként értelmezhetd. A 2,

vegyulettel kezelt, fertdzott csoportokbdl szarmazd

lépekben nem talaltunk leukémiads elvaltozasokat.

Az eredmények biztatdak, féként, ha figyelembe
vesszilk az FLV virus egereken megnyilvanuldé agresz-
sziv természetét, és ha oO6sszehasonitjuk a hatast az
azido-timidinnel és egyéb virusellenes szerekkel

végzett kezelések hatasaval.
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5. Példa

Perifériis vér egymagvu sejtjeinek proliferacidja

Olvan kisérletet végeztiink, melynek soran peri-
férias vér egymagvu sejtjeit szuperantigén és benz-
aldehid, deuteralt benzaldehid, 2. vegyulet vagy
zilascorb(2H) hatasanak tettitk ki. A szuperantigén
egy igen aktiv, T-sejtek proliferacidéjahoz stan-
dardként haszndlatos anyvag, és a T-sejtekhez anti-

gént addé sejtek UGtjan jut el.

A kisérletek azt tanusitjak (lasd az 5. Aabrat),
hogy benzaldehid, deuterdalt benzaldehid wvagy 2.
vegyllet hozzadadésaval a periférias vér egymagvu
sejtjei szamottevéen megszaporodtak harang-alaku,
dézisfiuggd médon, ugyanakkor a zilascorb(®H)esetén
igen csekély hatas volt tapasztalhatdé. Az a tény,
hogy a szuperantigéntél szarmazd proliferaciés
jelet noévelni tudjuk, azt Jjelzi, hogy az antigén
mellett a vegyluletek is stimulaldé hatast fejtenek

ki a T-sejtekre.

6. Példa

Nitrozaminnal kivaltott majrakra kifejtett hatas

vizsgadlata patkanyokon

Ebben a kisérletben azt wvizsgaltuk, hogy a 2.
vegyulettel vagy zilascorb (?H) vegyulettel 11

hénapon &at végzett kezelés meg tudja-e akadalyozni
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patkanyoknal a majrak kialakulasat részleges maj-
kimetszés és dietil-nitrozamin (DENA) , valamint

fenobarbital beadasa utan.

Anyagok és mddszerek:

Wistar Kyoto patkanyokat hasznaltunk, amelyeket a
hannoveri Kisérleti Allatokat Tenyésztdé Intézettdl
szereztiink be. Részleges majkimetszést (70 % el-
tavolitéasa) végeztink a Radium Koérhazban 4 hetes
patkadnyokon, majd intraperitonealis kezelést végez-
tiunk dietil-nitrozaminnal (DENA) és az &allatokat 4
hétig fenobarbitallal etettik. Ezutdn a legtobb
allatnal 10 hénapon belul maj-karcindéma Jelent-
kezik. A karcinogén beavatkozas wutan hat és fél
hénappal, vagyis barmiféle rak kialakulasa elétt,
meginditottuk a kezelést a Nemzeti Munka-

egészségugyi Intézetben.

56 allatot véletlenszerden 4 csoportba osztottunk,
és a csoportonként 14 Adllatnak az alabbi 1i.v.
gybdégyszer-dbézisokat adtuk be:

1. csoport: kontroll, nem kaptak injekcidt

2. csoport: placebo, csak sbéoldat-injekcid

3. csoport: 85 mg/kg 2. vegyiulet

4. csoport: 100 mg/kg zilascorb (’H)

A kezelést 5 hetes peridbdusokban végeztiuk: az elsd

3 héten naponta i.v. injekcidé, majd 2 hét szunet.
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Az allatok Osszesen 89 1ilyen 5  hetes ciklusos
kezelésben részesultek. Az elséd kezeléstél a
kezelések befejezéséig és a boncolasig osszesen 11

hénap telt el.

A boncolas 1idején hozzavetdélegesen megbecsultuk a
majtumorok térfogatat anélkul, hogy a majat fel-
vagtuk volna. Formalinban toérténd fixalast kovetden
Jahn M Nesland professzor, a Norvég Radium Koérhaz
Patolégiai Osztalyanak vezetdje eldszor gondosan
megbecsilte a tumor tomegét oly médon, hogy elvagta
és makroszkdépikusan megvizsgalta a szdovetet, majd
elvégezte mindkét (féként a majban megjelend)
tumorszovet, valamint valamennyil relevans szervbdl
és szovetbdl szarmazdé normal szovet szodvettani

vizsgalatat.

Az oOsszetett gbcok és a rosszindulatuva valas
elétti stadiumban 1év8 csomdk megjelenését minden

allatnal szovettanilag vizsgaltuk.

Eredmények:

Azt vizsgaltuk, hogy a boncolas idépontjaban az
dllatoknal milyen gyakorisaggal fordult eldé majrak.
Azt tapasztaltuk, hogy a 2. vegyulettel kezelt
dllatok csoportjdban sokkal ritkabban fordul elé
majtumor, mint a placebdval kezelt csoportnal. Egy

egyoldalas Fisher-féle exakt teszt szerinti p-érték
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0,05. Ha mindkét kontroll-csoportot egyutt
tekintjuk, 28 kontroll &allat van, amelyek kozul 25-
nél alakult ki majrak. Ezzel szemben a 14 2.
vegylulettel kezelt allat kozul 7-nél fejldédott ki
majrak. Ebben az esetben az allatok szama
elegendden magas egy ,chi-square” teszthez, ami azt
mutatja, hogy a kiulénbség szignifikans, p=0,015. A
zilascorb (*H) vegyllettel kezelt csoportnal 14
4llatbdél 11-nél alakult ki majrak. Ez csupan eggyel
kevesebb, mint a kontroll csoportnal, és nem

szignifikans.

A majtumorok méretét legkdédnnyebben a 7. és 8. abra
alapjan elemezhetjuk. Lathatd, hogy a 2. vegyulet
meggyézd hatast tanusitott: amig a placebdéval
kezelt csoportban az &allatok 50 %-anal alakult ki
10 cm’-esnél nagyobb majrak, a 2. vegyiulettel kezelt
csoportban egyetlen A&allatnak sem volt 1ilyen nagy
daganata (,chi-square” teszt: p = 0,0038). Tovabba,
amig a 2. vegyulettel kezelt csoportbdél csupan 3
4llatnal (azaz 21 %-nal) alakult ki 1 cm®-esnél
nagyobb daganat, a placebdéval kezelt csoportban 10
allatnak (azaz 71 %$-nak) volt ennél nagyobb
daganata (Fisher-féle exakt teszt: p = 0,0002). A
2. vegyulet rakellenes hatasa tehat még nyilvan-
valébb, ha a tumortérfogatot vesszik figyelembe,
mint akkor, amikor a csupan a rak kialakulaséanak

gyakorisagat elemezzik.
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A 9. &4bra az atlagos testtomeg méréseket mutatja
valamennyi allat-csoportnal a részleges maj-
kimetszés és a nitrozaminos kezelés iddépontjatdl (O
1dd) kezddds teljes idétartam soréan. Mind a
testtdmeg-mérések, mind pedig a normal szdévetek
szévettani elemzése vilagosan Jjelzi, hogy egyal-
taldan nincs mellékhatas. A testtoémeg-noévekedési
géorbe cikk-cakkos alakja kétségtelenul a kezelés-
nek, nem pedig a gydgyszereknek tulajdonithatd.
Inkabb maga az injekcidbé-beadas hat az allatokra,
mivel a csupan sboldattal kezelt allatok Jjellemzd
testtémegei ugyanugy valtoznak, mint a sdboldattal

és gydgyszerekkel kezelt allatoké.

Nem meglepd, hogy a 210 i.v. injekcidéval 11 hébénapon
at kezelt allatoknal a kezelés hatassal van a test-
témegre. Minden injekcidé beadasakor az &allatokat
elektromos fitélampaval envyhén felmelegitettiik,
majd egy specialisan megszerkesztett tartdval
lerégzitettitk, hogy az injekcidt be tudjuk adni.
Bar ezt az eljarast egy csendes szobaban szakkép-
zett személyek végezték, akik értettek az allatok
megnyugtatasahoz, mégsem meglepé, hogy az eljaras

az allatokbdl bioldégiai reakcidkat valthat ki.

A mellékhatédsok vizsgalatara iranyuld kisérletek
egylk szempontja a test ki1lénbozd szerveibdl
szarmazdé normdl szovetek szovettani kiértékelése.

Ennek a meglehetdsen kiterjedt vizsgalatnak eredmé-
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nyeit a c¢satolt 2 - 4. tablazatokban foglaltuk
Ossze. Egyetlen esetben sem tapasztaltunk olyan
rendellenességet, amely a gydégyszeres kezelésnek

lenne tulajdonithaté. Erdemes megjegyezni, hogy még
a patkanyok farka is sértetlen maradt azon a
terileten, ahova 1ilyen hosszu idén &t naponta

injekcidét adtunk be.

Van azonban egy érdekes kovetkeztetés, amely a maj
daganatképzddés eldtti elvaltozasainak gyakorisaga
alapjan levonhatdé: a 2 - 4. tablazatbdél 1lathatd,
hogy minden &allatnal alakultak ki oOsszetett gdbcok.
Ez az elvaltozds a maj rosszindulatil elvaltozasa
egy korai stadiumanak tekinthetdé, amit, gy tidnik,
a gyobégyszeres kezelés nem befolyasol. A daganat-
képzédés eldtti stadiumban 1lévd csombébk megjelenése
tovadbba, bar c¢sak néhany allatnal volt tapasztal-
haté, minden csoportban észlelhetd. Az adatok tehat
nem mutatnak gydégyszerhatast erre az elvaltozasra,
ami tovabb erdsiti azt a benyomast, hogy a 2.
vegylulet wvaldéban rak-specifikus hatast fejt ki a

majban.
A 10. &abran a majtumorok gyakorisagat és méretét
abrazoljuk ugyanazzal a gorbével, a méret-tengelyen

logaritmus-skalat alkalmazva.

A majban kialakult tumorok gyakorisaga: a kontroll-

csoportban és a placebdéval kezelt csoportban 14
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4llatbél 13-nal, illetve 12-nél alakult ki rak. A
3, csoportban (amelyben az &llatokat 85 mg/kg 2.
vegyulettel kezeltik) 14 allatbédl csak 7-nél
alakult ki rak (4. tablazat). Ha a 2. csoport
(placebo) és 3. csoport kozotti ki1loénbséget
elemezzik, statisztikailag az esetek szama tul

kevés egy ,chi-square” teszthez. Egy egyoldalas

Fischer-féle exakt teszt azonban elvégezhetd, és
azt mutatja, hogy a két csoport szignifikansan
kulénbézik (p = 0,05) a majtumor megjelenésének
gyakorisagat tekintve. Ez a ki1lénbség azonban

statisztikailag még nagyobb, ha a tesztbe bele-
foglaljuk a kezeletlen kontroll-csoport allatait
(1. csoport) is. Ebben az esetben 28 kontroll &allat
van, amelyek kézul 25-nél fejldédott ki rak, és egy
,chi-square” teszt elfogadhaté. Ebben az esetben a
kuldénbség a 3. csoport és a kontrollok kozott

szignifikans, p=0,015.

A 4. csoportban (100 mg/kg zilascorb(?H) 14 4allat
kézial 11-nél alakult ki madjrak. Ez csupan eggyel
kevesebb, mint a placebo-csoportban, és semmi eset-
re sem szignifikans. A majrak kialakulasi gyakori-
sdganak elemzése alapjan tehadt arra a kovetkez-
tetésre kell jutnunk, hogy a 2. vegylulettel végzett
kezelés lényegesen csokkentette a rak kialakulasat,

ugyanakkor a zilascorb(’H) tanusitott ilyen hatéast.

A kialakult maéjdaganatok mérete: A majdaganatok

ece e
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mérete a legkdnnyebben a 10. abra alapjan elemez-
heté, de a 2. - 4. tablazatokbdél is lathatd. Meg-
dllapithaté, hogy a 2. vegyllet meggyézdé hatast
fejt ki: amig a kontroll- és a placebo-csoportban
az allatok 50 %$-anak volt 10 cm®’-nél nagyobb térfo-
gatd majrakja, 1ilyen nagy méretd daganatot a 2.
vegylulettel kezelt csoportban egyetlen allatnal sem
tapasztaltunk. Tovabbia, amig a 2. vegylulettel
kezelt csoportban csupan 3 allatnak (azaz 21 %$-nak)
volt 1 cm’-nél nagyobb daganata, a placebo- és a
kontroll-csoportban 10, illetve 13 allatnak (azaz
71, 1illetve 93 %-nak) volt ennél nagyobb daganata

(Fischer-féle exakt teszt: p = 0,0002, illetve p = 0,011).

A 2. vegyulet rakellenes hatasa tehat nyilvan-
valdébb, ha a tumorméretet vesszik figyelembe, mint
ha csupan a rak kialakulasanak gyakorisagat elemez-
zuk. Valdéjadban ez a hatas olyan szembedtld, hogy
mar a boncolas idején 1is nyilvanvaldé volt, amikor
az allatok majanak még csak egy rovid makroszkdpos

dttekintését végeztik el.

A zilascorb (°H) vegylllettel kezelt allatoknal a
hatas sokkal gyengébb, mint azoknal az allatoknal,
amelyeket a 2. vegyulettel kezeltunk, féként ha a
tumorméretet vesszik figyelembe. A zilascorb (®H)
vegyulettel kezelt allatok kozul 7-nek volt 1 cm’-
nél nagyobb majrakja. Egy szignifikans teszt,

amelyet a kontroll és a placebo-csoport vonat-
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kozadsadban végeztiunk oly mdédon, ahogy a 2. vegyulet-
tel kezelt &llatoknal tettuk, 0,036, 1illetve 0,44
p-értéket mutatott. A kezeletlen kontrollhoz viszo-
nyitva tehat a kuldonbség szignifikans, a placebo-
csoporthoz viszonyitva viszont nyilvanvaldan nem
szignifikans. Itt azt 1is figyelembe kell venni,
hogy a placebo-csoport &llatai kozul 3-nak 1 cm’®-
esnél éppen csak valamivel kisebb daganata volt, és
ha 0,5 cm® méretet valasztottunk volna az o&ssze-
hasonlitas céljara, a placebo-csoporttal szemben 1is
szignifikans lett volna a kulonbség (lasd a 10.
abrat) . Mindazonadltal ez az elemzés azt mutatja,
hogy a zilascorb(?H) hatasa gyenge, és valészinilleg
a szignifikancia hataran van. Tovabba, azoknal az
4llatoknal, amelyeknél 3 kb. 5 cm®’-nél nagyobb tumor
alakult ki, nincs kulédnbség a =zilascorb(’H) vegyu-
lettel kezelt és a kontroll vagy a placebo allatok

kozott.

Egy kulén kisérletben, amelyben patkanyoknak csupéan

10 napon at adtunk be zilascorb (*H) vegylletet és 2.

vegyluletet, a majtumorok szodévettani elemzése nem
mutatott valtozast a zilascorb (?H) vegyulettel
kezelt &llatoknal, ugyanakkor a 2. vegyulettel

kezelt 5 &llat kozil kettdénél megnodvekedett tumor-

nekrdézist észleltunk.
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7. Példa

A majat megtamaddé kolorektalis rakra kifejtett

hatas csupasz egéren

Anyagok és eljarasok

A vizsgalt sejtvonal, a C170HM2, egy elfogadott
human kolorektalis sejtvonal (S.A. Watson és
mtarsai: Eur. J. Cancer 29A (1993), 1740-1745), és
eredetileg eqgy beteg primer tumorjiabdél szarmazott.
A C170HM2 sejteket in vitro 10 térf.% hével

inaktivalt magzati borjuszérumot (Sigma, Poole, UK)

tartalmazéd RPMI 1640 tenyészkozegben (Gibco,
Paisley, UK) tartottuk 37 C°-on és nedves
koérnyezetben. A szemikonfluens monorétegekbdl

szarmazbé sejteket 0,025 $%$-os EDTA alkalmazasaval
begydjtottuk, és a fent ismertetett tenyészkdzegben

kétszer mostuk.

A szemikonfluens monorétegekbdél begyldjtétt C170HM2
sejteket 1x10°/ml 7,4 pH-Jju steril foszfattal
pufferezett sdédldatban (PBS) 1Ujra szuszpendaltuk,

és a szuszpenzidé 1 ml-ét 20 MFI him csupasz egér

hashartya-uregébe fecskendeztiuk. (Az egereket a
Nottinghami Egyetem Rakkutatéd Egységében
tenyésztették). Az egereket elektromos jelold rend-

szerrel azonositottuk (RS Biotech DL2000 Data-
logger). A sejtek befecskendezése utani 10. napon
az egereket véletlenszerlen soroltuk be a placebéd-

val kezelt kontrollcsoportba (n=2 egér) vagy a
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kisérleti csoportba (n=6/csoport):

1. csoport: 1. vegylulet 5 mg/kg (n=2 egér)
30 mg/kg (n=2 egér)
90 mg/kg (n=2 egér)
2. csoport: 2. vegyulet 5 mg/kg (n=2 egér)
30 mg/kg (n=2 egér)

90 mg/kg (n=2 egér)

A hatdanyagokat intravénasan (i.v.) adtuk be a 10.
naptbl kezdve, és az adagolast a kezelési eljaras
befejezéséig folytattuk. A kisérletet a sejtek be-
ultetésétdl szamitott 40. napon fejeztiik be. Az
egereket a kisérlet soran szabalyos iddkoézsénként

lemértuk.

A kisérlet befejezése utan a majat eltavolitottuk,
a lathatdé tumorokat megszamoltuk és teljes kereszt-
metszetiuk teriiletét megmértiuk. A tumorokat le 1is
fényképeztik. A tumorok nem folydésodtak el, ezért
azokat a normal maj-szovettdl koénnyen elkiuloni-
tettiuk, mértiuk és sbdboldatban fixaltuk. Peritonealis
nodulokat 1is kivagtunk és keresztmetszeti teriule-
tuket és tomegiket mértuk. A tumorokat patoldgi-

ailag alaposan megvizsgaltuk.

Az 1., és 2. vegyuletnek a C170HM2 majat megtamadd
human kolorektdlis tumorra kifejtett hatasat a 11.

abran szemléltetjuk.
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8. Példa

Elhalast okozd (nekrotizald) hatds primer vese

mirigydaganat-sejteken, patkanyon

Egy olvan kisérlet soran, amelyet 6rékléddd patkany-
vese-mirigydaganatra (Eker és Mossige: Nature 189,
(1961) 858-859) vonatkozdan végeztiink, két allatnal
kiterjedt tumor-elhalast tapasztaltunk a 2. vegyu-
let 85 mg/kg-os i.v. dbézisaval 10 napon at végzett
befecskendezés utan. Azoknadl az &llatoknal, ame-
lyeknek csak sdbéoldatot adtunk gydégyszer nélkiul,
csupan csekély nekrézist figyeltink megq, vagy

egyaltalan nem volt nekrédzis.

9. Példa

A 3. és 4. vegyulet bioldgiai hatdsanak oOssze-

hasonlitasa az 1. és 2. vegyulet, wvalamint az L-

glukdéz hatasaval

Proteinszintézis

A 12. &abra a tesztvegylulettel kezelt NHIK 3025
human méhnyak karcindéma sejtek proteinszintézisének
sebességét mutatja az 1 6ras pulzusidé alatt
beépult [’H]-valin mennyiségnek alapjan mérve. Az 1
éras pulzusiddé vagy kozvetlenul a tesztvegyllet
beadasatél (zart szimbdélumok) , vagy 2 éraval
késébbi idéponttdél (nyitott szimbdédlumok) szamit. A
vizsgalandé vegyluletek, az 1. és 3. vegyulet a
nulla idéponttdél a pulzusiddé végéig voltak jelen. A

sejteket eldzetesen legalabb 4 napig [**C]-valinnal
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jeleztik abbdél a célbdl, hogy minden sejt-protein
telitésre jelzett legyen. A [’H] beépiilt mennyisége
Osszefliggott a beépult [*'C] mennyiségével, igy a
proteinszintézist a sejtben lévé protein ossz-
mennyisége szazalékaként szamitottuk. A protein-
szintézis sebességét a kezeletlen kontrollnal mért
proteinszintézis-sebesség %$-aban adjuk meq. A
proteinszintézis &abrazolt értékei 4 egyidejileg és
hasonldképpen végzett kisérlet adatainak atlag-
értékeit képviselik. A standard hibakat fuggdleges
vonalkakkal jeldéljik minden olyan esetben, amikor
nagyobbak, mint a szimbélumok. Az adatok azt
mutatjak, hogy az 1. vegyulet olyan protein-
szintézis-gatlast valt ki, amely a gydégyszer kon-
centriacidéjat novelve linearisan néd, ugyanakkor a 3.
vegyuletnél csekély hatast tapasztaltunk, vagy

egyaltalan nem volt hatéas.

A 13. &abra a tesztvegyulettel kezelt NHIK 3025
human méhnyak karcindéma sejtek proteinszintézisének
sebességét mutatja az 1 bébras pulzusidé alatt
beépult [?H]-valin mennyiségnek alapjan mérve. Az
idétartam vagy kozvetlenul a tesztvegylilet be-
adasatdél (zart szimbdélumok), vagy 2 dbraval késdbbi
idéponttdl (nyitott szimbdlumok) szamit. A vizsga-
landé vegyuletek, a 2. és 4. vegylulet a nulla idé-
ponttdél a pulzusiddé végéig voltak jelen. A sejteket
elézetesen legalabb 4 napig [''Cl-valinnal jeleztik

azért, hogy minden cellularis protein telitésre
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jelzett legyen. A [?H] beépillt mennyisége &ssze-
fuggoétt a beépult ['*C] mennyiségével, 1igy a
proteinszintézist a sejtben 1lévé protein ossz-
mennyisége szazalékaként szamitottuk. A protein-
szintézis sebességét a kezeletlen kontroll-
csoportnal mért proteinszintézis-sebesség %$-aban
adjuk meg. A proteinszintézis &abrazolt értékei 4
egyidejileg és hasonldéképpen végzett kisérlet
adatainak dtlagértékeit képviselik. A standard
hibakat fuggdleges vonalkakkal jeloljuk minden
olyan esetben, amikor nagyobbak, mint a szimbé-
lumok. Az adatok azt mutatjak, hogy mind a 2., mind
pedig a 4. vegyulet hatékonyan gatolja a protein-
szintézist, mindkét vegylulet hozzavetdleg azonos
szinten. A 12. &abran lathaté, hogy mind a két deu-
teralt vegyulet hatékonyab, mint a megfeleld deute-

ralatlan szarmazék.

Sejt-tulélés

A 14. abra a sejt-tulélést mutatja NHIK 3025 huméan
méhnyak karcindéma sejtek telepképzd képességének
mérése alapjan, az 1. vegylulettel (e)vagy a 3.
vegyulettel (0O) 20 oéran at végzett kezelés utan. A
sejteket nyitott mdanyag Petri-csészékben kezeltiik,
melyeket CO,-inkubatorokban inkubaltuk 37 C° hémér-
sékleten. Az &abrazolt tulélési értékek olyan atlag-

értékeket képviselnek, melyeket 5 egyidejileg és

hasonldbéan kezelt c¢sészébdl szarmazdé adat alapjan
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szamitottunk. A standard hibakat fiuggbéleges vonal-
kakkal jeloljuk minden olyan esetben, amikor
nagyobbak, mint a szimbdélumok mérete. Az adatokbdl
szarmazd dézisvalasz-gdrbék a két vegyuletnél
ki1l6énbé6zdé alakuak, ami azt jelzi, hogy a 3. vegyu-
let alacsony koncentracidknal hatékonyabban inakti-
valja a sejteket, mint az 1. vegyulet. A gorbék
alakjanak kilénbodzbsége eltéréd sejt-inaktivalasi

mechanizmusra utal ennél a két vegyiuletnél.

A 15. abra a sejt-tulélést mutatja NHIK 3025 huméan
méhnyak karcindéma sejtek telepképzd képességének
mérése alapjan, a 2. vegyulettel (0) wvagy a 4.
vegyulettel (A) 20 o6ran at végzett kezelés utadn. A
sejteket nyitott midanyag Petri-csészékben kezeltik,
melyeket CO,-inkubadtorokban inkubaltuk 37 C° hdémér-
sékleten. Az abrazolt tulélési értékek olyan atlag-
értékeket képviselnek, melyeket 5 egyidejldleg és
hasonldan kezelt csészébdl szarmazdé adat alapjan
szamitottunk. A standard hibakat fuggbleges vonal-
kakkal jJeloljuk minden olyan esetben, amikor
nagyobbak, mint a szimbdlumok mérete. A 4. vegyulet
hatékonyabban inaktivalja a sejteket, mint a 2.
vegyulet, kiulénésen alacsonyabb dézistartomanyban.
Példaul a sejt-tulélés 0,5 mM 4. vegyulettel,
illetve 4 mM 2. vegyulettel toérténd kezelés utan
csokken 50 %-ra, ami azt mutatja, hogy ezen a
szinten a 4. vegyulet nyolcszor akkora inaktivaléd

hatékonysaggal rendelkezik, mint a 2. vegyulet. 10
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$-os tulélési szintnél ez a kuldénbség jdval kisebb.

A 16. abra a sejt-tulélést mutatja T47D human emléd
karcindéma sejtek telepképzd képességének mérése
alapjan, L-glukdézzal (e) vagy a 3. vegyllettel (0)
20 b6ran at végzett kezelés utan. A sejteket nyitott
mianyag Petri-csészékben kezeltuk, melyeket CO,-
inkubadtorokban inkubaltuk 37 C° hémérsékleten. Az
abrazolt talélési értékek olyan Atlagértékeket
képviselnek, melyeket 5 egyidejileg és hasonldan
kezelt csészébdl szarmazdé adat alapjan szamitot-
tunk. A standard hibakat fuggéleges vonalkéakkal
jeldljuk minden olyan esetben, amikor nagyobbak,
mint a szimbdlumok mérete. Az adatok azt mutatjiak,
hogy az L-glukdéznak legalabb 10 mM koncentracidig,
vagyis a legmagasabb vizsgalt koncentracidig
csekély hatasa van, vagy egyaltalan nincs hatasa a
sejt-tulélésre. A 3. vegylletnek ugyancsak csekély
hatdsa van ezekre a sejtekre 2 mM koncentraciédig,
magasabb koncentracidéknial azonban jelentdés inakti-
valdé hatast fejt ki, és 1000 sejt koézul csupan egy
él 20 éranal tovabb e vegyllet 8 mM~-janak

jelenlétében.

Kévetkeztetés

Mind a két vizsgalt L-glukopirandéz-szarmazék (a 3.
és 4. vegylulet) hatékonyabban inaktival sejteket,

mint a megfelelé D-glukopirandéz-szarmazék (1. és 2.
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vegyiulet). Onmagaban azonban az L-glukdéz nem valt
ki szamottevd® sejt-inaktivald hatast a vizsgalt
koncentracidéknal. Tehat az L-glukdéznak a D-glukdz-
hoz viszonyitott erbsebb hatasa a benzilidén-

szarmazékok vonatkozasiban &all fenn.

Adagolas

A talidlmany szerinti gydgyszerkészitményeket rak-
ellenes kezelésekhez alkalmazhatjuk. Erre a célra a
taldlmany szerinti (I) altalanos képletd vegyiile-
teket Dbarmely, adagolasra alkalmas készitménnyé
alakithatjuk és a betegeknek oénmagukban vagy alkal-
mas, gydgyszerészetileg elfogadhaté hordozdanyagok-

kal vagy adjuvansokkal elkeverve is adagolhatjuk.

Kiloéndsen eldénydsen készithetdk szisztémas tera-
pidra alkalmas készitmények oralis vagy paren-

teralis készitmények formajaban.

Az alkalmas enteralis készitmények a tablettak,
kapszulak, példaul lagy vagy keményzselatin-kapszu-
14k, granulatumok, szemcsék vagy porok, szirupok,
szuszpenzidk, oldatok vagy kupok. Ilyen készit-
ményeket ismert médon allithatunk eldé egy vagy tobb
taldlmany szerinti vegyilet és nem-toxikus, inert,

szilard vagy folyékony hordozd osszekeverésével.

Alkalmas parenteralis készitmények a talalmany
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szerinti vegyuleteket tartalmazé injekcidk vagy

infuzidés oldatok.

Helyi adagolashoz a talalmany szerinti vegyuleteket
oldatok, krémek, kendcsdk, gélek, tinktarak, perme-
tek vagy mas hasonld készitmények formajaban ala-
kitjuk ki, amelyek a vegyluletek mellett nem-
toxikus, inert, szilard vagy folyékony hordozdkat
tar-talmaznak, amelyeket &altaldban a helyi készit-
ményekhez alkalmaznak. Kulénodsen Jé61 alkalmazhatédk
az olyan készitmények, amelyek védik a hatdanyagot
levegdvel, vizzel és mas hasonld anyagokkal

szemben.

A talalmany szerinti készitmények tartalmazhatnak
inert vagy farmakodinamikailag inaktiv adalékokat
is. A tablettdk vagy granulatumok példaul tartal-
mazhatnak kulénbdézéd koétdanyagokat, toltdanyagokat,
hordozdkat és/vagy higitdékat. A folyékony készit-
mények lehetnek példaul steril oldatok. A kapszulak
tartalmazhatnak téltdanyagot vagy sidritdanyagot a
hatdéanyagok mellett. A készitményekhez adagolhatunk
még izjavitéd anyagokat, valamint konzervald,
stabilizald, nedvességmegkotd és emulgeald
szereket, az ozmotikus nyomas bedllitasira alkalmas

sbkat, puffereket és mas egyéb adalékokat.

A talalmany szerinti készitmények dézisa valtozik

az 1indikacié, az alkalmazas mbédja és az adagolas
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formaja, valamint a beteg kivanalmainak
fiuggvényében. Szisztémas terapia esetén, atlagos
felnétt betegnél, a napi dézis &ltalaban kb. 0,01-
500 mg/testtémeg-kilogramm naponta egyszer vagy
kétszer, elédnydsen 0,5-100 mg/testtdédmeg-kilogramm
naponta egyszer vagy kétszer, legeldnydsebben 1-20
mg/testtémeg-kilogramm naponta egyszer vagy

kétszer.

Kivant esetben a vegyiuletekbd&l készult gydgyszer-

készitmények tartalmazhatnak még antioxidanst,
példaul tokoferolt, N-metil-tokoferamint,
butilezett hidroxi-anizolt, aszkorbinsavat vagy

butilezett hidroxi-toluolt 1is.
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Szabadalmi igénypontok:

1. 4,6-0-(Benzilidén-d;) ~-D-glukopirandz, 4,6-0-
benzilidén-L-glukopiranédz és/vagy 4,6-0-(benzi-
lidén-d;) -L-glukopirandéz, vagy valamely gydégyasza-
tilag alkalmas sbéjuk alkalmazasa majrak, veserak
vagy hasnyalmirigyrak megeldzésére és/vagy kezelé-

sére szolgald terapias szer eldallitasara.

2. Az 1. igénypont szerinti alkalmazas virusok, pl.
hepatitis B és C virus, onkogén papilloma virusok
és egyéb onkogén virusok altal okozott rak-
betegségek megeldézd kezelésére szolgald gydgyszer-

készitmény eldallitasara.

3. Az alabbi, terapias szerként hasznalhatéd
benzaldehid-szarmazékok: 4,6-0O-benzilidén-L-gluko-
piranéz és/vagy 4,6-0-(benzilidén-d;)-L-glukopira-

néz, vagy valamely gyégyaszatilag alkalmas sdéjuk.

4. Gydégyszerkészitmény, azzal jellemezve, hogy
valamely, az elézé igénypontok barmelyike szerinti
benzaldehid-szarmazékot és gydgyaszatilag alkalmas

hordozdét, higitdét és/vagy koétbdanyagot tartalmaz.

5. Eljaras gydgyszerkészitmény eldallitasara, azzal
jellemezve, hogy az elbézd igénypontok barmelyike
szerinti benzaldehid-szarmazékot valamely gydgya-

szatilag alkalmas hordozéval, higitdéval és/vagy
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