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A taldlmany szerinti K—252a-szarmazékok emlésék
neuronfunkcidjanak erdsitésére alkalmas gydgyszerké-
szitmények elGéllitasara alkalmazhatéak.
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A talalmany a (lll) és (IV) altalanos képleti K—252a-
szarmazékoknak neuronfunkci6é erésitésére alkalmas
gyogyszerkészitmények elballitasara torténd alkalmaza-
séara vonatkozik. A taldlmany kiterjed az Gj (IV) altalédnos
képletli vegyliletekre és az ezeket tartaimazé gyogy-
szerkészitményekre is. A bejelentés a P9500192 alap-
szamu bejelentés megosztasa.

A proteinkinazok az enzimek nagy csoportjat képe-
zik, ezen enzimek az aminosavak foszforilezése révén
szamos, sejtben lévd fehérjét képesek kémiailag mo-
dositani.

A proteinkinazok inhibitorai szerkezetileg igen elté-
réek, és szamos {némely esetben ellentmondo) hatast
fejtenek ki az idegrendszerre és egyéb szdvetekre.
Egy adott proteinkinaz-inhibitor képes arra, hogy t6bb
proteinkinazt is befolyasoljon. igy példaul a K-252a
jelli inhibitorrél, amely egy alkaloid tipust anyag, amit
a Nocardiopsis sp. és Actinomadula sp. taptalajabdl
kiilonitettek el, eredetileg azt allapitottak meg, hogy
proteinkinaz C inhibitor, de a tovabbiak soran azt ta-
pasztaltak, hogy ezen anyag a proteinkindz A és G, a
pes [a trk rovidités jelentése az idegsejt-ndvekedési
faktor (NGF) dltal aktivalt tirozinkinaz;, az idegsejt-né-
vekedési faktor pedig egy neurotrof fehérje, amely a
periferialis, érzékszervi és szimpatetikus neuronok —
idegseijtek ~ tulélését segiti el6]. Ezen utdbb emlitett
hatassal 6sszhangban a K-252a jelli anyag blokkolja
az NGF neurotrof hatasat a PC—12 jelzési sejteken
[ezek patkanyok mellékveseveldsejt-daganataibdl le-
vett kromafin sejtek (pheocromocytomak)], és eldsegiti
a hatso gyoki ganglionneuronok és a hippocampalis
neuronok talélését. Azonban ez az anyag széles kon-
centraciétartomanyban citotoxikusnak mutatkozott,
aminek kdvetkeztében tobb kutatd arra a véleményre
jutott, hogy ezen anyagnak in vivo alkalmazasa igen
korlatozott.

Ismeretes, hogy a staurosporin, ami egy mikrobas
eredetii alkaloid tipusu, a K—252a anyaggal rokon ter-
mék, szintén tobbféle hatast fejt ki a proteinkinazokra
és a kiildnbozd tipusu sejtekre. Azt talaltak, hogy a
staurosporin az NGF-hez hasonl6é hatast fejt ki a
PC-12 jelzésii sejtek esetében, és védéhatast mutat,
megakadalyozza, hogy az ischaemias allapotokat k-
vetéen karosodas Iépjen fel a hippocampusban. Ez az
anyag (a staurosporin) képes arra, hogy a patkanyok
bazalis eléagyaban a kolinerg neuronokban keletkezett
karosodast megsziintesse.

A K-252a jelli anyagot és a staurosporint tumorin-
hibitorként ajanljak. Ezenkiviil a staurosporint inszekti-
cid anyagként is javasoljak alkalmazni. A staurosporin-
szarmazékokat, mint példaul a metil-amin-csoport nit-
rogénatomjan szénhidrogéncsoportot vagy acilcsopor-
tot tartalmazo vegylleteket a kdvetkezd célokra java-
soljak alkalmazni: tumorinhibitalasra, gyulladasos alla-
potok inhibitélasara, az immunrendszer befolyasolasa-
ra, valamint a kardiovaszkularis és kézponti idegrend-
szer megbetegedéseinek kezelésére.

A taldlmany targyat képez6 j (IV) altalanos képletl
K—-252a-szarmazékok képletében
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R?, R2, R?, Z1 és Z2 jelentése hidrogénatom és R3
jelentése —CH,CH=CH, képletli csoport
(IV-1 jell vegyulet);

R, R2, R3, R4, Z! és Z2 jelentése hidrogénatom
(IV-2 jelli vegyiilet);

R1, R2, Z1 és Z2 jelentése hidrogénatom és R3 és
R4 jelentése —CH,CH=CH, képletli csoport
(V-3 jel vegyllet); vagy

R, R2, R3, Z1 és 72 jelentése hidrogénatom és R?
jelentése —CH,CH=CH, képleti csoport
(IV-4 jelli vegylilet).

Az uj (IV) altalanos képletli vegyiiletek lehetnek
gy6gyaszatilag megfelelé sok forméajaban is. A (IV) al-
talanos képletii vegylileteknek gyogyaszatilag megfe-
leld séi kézll emlitjilk meg a gyogyaszatilag megfeleld
savaddiciés sokat, fémsokat, amméniumsokat, a szer-
ves aminvegyiiletekkel képzett addiciés sokat, tovabba
az aminosavakkal képzett addicios sokat.

A gyégyaszatilag megfeleld savaddicios sok kdzdl
példaként emlitilk meg a szervetlen savakkal képzett
addicios sokat, mint példaul a sésavas sot, kénsavval
és foszforsavval képzett sokat, tovabba a szerves sa-
vakkal képzett addici6s sokat, mint példaul az acetato-
kat, maleatokat, fumaratokat, tartaratokat és citratokat.
A gydgyaszatilag megfeleld fémsok kdziil emlitjik meg
az alkalifémsokat, mint példaul a natriumsokat és ka-
liumsodkat, az alkalifém- és alkalifoldfémsokat, mint pél-
daul a magnéziumsodkat és kalciumsokat, tovabba az
aluminiumsokat és cinksokat. A gyogyaszatilag megfe-
lels ammoniumsok kdzdl emlitjiik meg az ammoénium-
sdkat, valamint a tetraetil-ammonium-sokat. A gydgya-
szatilag megfelel6 szerves aminvegyiletekkel képzett
addicios sokra példaként emlitjik meg a morfolinnal és
piperidinnel képzett sokat. A gyogyaszatilag megfeleld
aminosavakkal képzett addicios s6k kézil példaként
emlitjilk meg a lizinnel, glicinnel, valamint fenil-alanin-
nal képzett sokat.

A talaimany targyahoz tartozik a (lll) és (IV) altala-
nos képletii vegyiletek alkalmazasa gydgyszerkészit-
mények elballitdsara, tovabba az 0j (V) altaldnos kép-
let(i vegylileteket tartalmaz6 gydgyszerkészitmények is
—a képletekben a helyettesitok jelentése az 1., 2., 3. és
4. tablazatban meghatarozott —, amelyek a kolinerg
neuronok, striatumneuronok, érzékszervi neuronok, igy
példaul a hatséideggyokér-ganglionneuronok funkcidit
fokozzak. Az ezekkel végzett kezelés soran emldsok-
nek, ideértve a human betegeket is, terapias mennyi-
ségl Uj diszubsztitualt staurosporinszarmazékot tartal-
mazé gyogyszerkészitményt adunk be. A gydgyszerké-
szitmény egy neurotréf faktort is tartalmazhat, neuro-
trof faktorként szerepelhet e csaladhoz tartozé vegyi-
letek valamelyike, legelénydsebben idegsejt-ndveke-
dési faktor (NGF). A neurotréfcsalad olyan fehérjecso-
portot jelent, amely az NGF jelentds homoldgjait maga-
ban foglalja; idetartozik az NGF mellett az agybol nyert
neurotréf faktor is [BDNF; Leibrock és munkatarsai:
Nature, 341, 149-152, (1989)]; tovabba a neutro-
fil-3 [NT-3; Hohn és munkatarsai: Nature 344,
339-341 (1990)]; valamint a neurotr6f-5 [NT-5; Berke-
meier és munkatarsai: Neuron 7, 857—-866 (1991)].
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A talaimanyunk szerinti gydgyszerkészitményekkel
és a talalmanyunk szerint el6allitott gyogyszerkészit-
ményekkel (tovabbiakban: taldimanyunk szerinti
gydgyszerkészitmények) a kolinerg neuronok, a cor-
pus striatum neuronjai, az érzékszervi neuronok, igy
példaul a hatsé gyoki ganglionneuronok funkcioi erdsit-
hetdk. Ennek megfeleléen ezek a gydgyszerkészitmé-
nyek példaul az alabbi betegségek kezelésére alkal-
masak: Alzheimer-kér, motorosneuron-megbetegedés,
agyérrendszeri betegség, AlDS-szel kapcsolatos de-
mentia, epilepszia, Huntington-koér, az agy vagy gerinc-
agy razkodasos vagy behatold sériilésével kapcsolatos
betegségek.

A fenti gyogyszerkészitmények terapias mennyisé-

10

2. tablazat

Vegylilet R? X R A
72
111-1 - - - H
-2 - - - o]

(1) 21 és 22 jelentése egyarant hidrogénatom, vagy egyiittes
jelentésiik egy oxigénatom.

A talalmanyunk szerinti gyogyszerkészitmény neu-
rotr6f faktorként elényGsen a neurotrofincsalad vala-
mely tagjét tartalmazza, elényosen idegsejt-névekedé-

gli K—252a jelii hatéanyag-szarmazékot tartalmaznak, 15 si faktort (NGF) tartalmaz.
amely szarmazékokat a (lll) és (IV) altalanos képlettel A neurotrof faktorként elénydsen a neurotrofincsa-
irhatjuk le, a képletekben a szubsztituensek jelentését lad valamelyik tagjat, legelénydsebben idegsejt nove-
az alabbi tablazat foglalja dssze. kedési faktort (NGF) tartalmaz6 gydgyszerkészitmé-
nyek Huntington-kor gy6gyitasara alkalmasak.
1. tablazat 20 Talalmanyunk egy masik megvalositasi madja sze-
rint a corpustriatum-idegsejtek funkcidit javité és/vagy
Vegyiilet R? R2 X R Z1) emldsoknél (ideértve a humén betegeket is) e sejtek
z2 tulélését fokozo hatasu gydgyszerkészitményt allitunk
eld, amely terapias mennyiségben egy (lIf) vagy (IV) al-
-1 - - - - H 25 talanos képletii K-252a-szarmazékot tartalmaz;
2 _ ~ ~ _ o a képletben a szubsztituensek jelentését a 3. tabla-
zat foglalja dssze.
V=169 H H - - H 3. tablazat
V-2 Br H - - H 30
Vegyiilet R? R? X R rAlU)
V-3 H H - - H Z2
1\V-4(8.9) H H - - H -1 H H - - H
(1) 2 és Z2 jelentése egyarant hidrogénatom, vagy egyiittes 35 V1@ _ H _ _ H
jelentésiik egy oxigénatom; (1) 2" és Z2 jelentése egyarant hidrogénatom;
(4) R3 jelentése —CH,CH=CH,; R* jelentése hidrogénatom; (2) R3 jelentése CH,—~CH=CH, képletii csoport és R* jelentése
(5) R3 és R4 jelentése egyarant hidrogénatom; hidrogénatom.
(6) R3 és R4 jelentése egyarant -CH,CH=CH, csoport;
(7) a vegyillet sésavas s6 formajaban van; 40 Talalmanyunk egy masik kiviteli alakjat képezi a
(8) R3 jelentése hidrogénatom és R? jelentése —-CH,CH=CH, K—252a jelii specialis funkcios szarmazékok olyan neu-
csoport; rolégiai betegségek vagy zavarok kezelésére alkalmas
(9) IV-1 és IV-4 jelentése e két komponens 1,5-1,0 aranyd gyogyaszati készitmények elballitasara térténd alkal-
elegye. mazasa, amely betegségekre jellemzd, hogy sérilt
45 neuronok, axonalis degeneraciét mutaté neuronok
Ahogy fentebb emlitettiik, a talalmanyunk szerinti vagy olyan neuronok keletkeznek, amelyeknél a pusz-
gyogyszerkészitmények tartalmazhatnak egy neurotrof tulas veszélye all fenn. Ezen funkcids szarmazékokat
faktort is, erre a célra a neurotrofincsalad valamely tag- adhatjuk 6nmagukban vagy egy neurotr6f faktorral
jat valasztjuk, legelényosebb az idegndvekedési faktor egyutt [elénydsen a neurotrofincsalad egy tagjat adjuk,
(NGF). Ezek a készitmények Huntington-kor kezelésé- 50 legelénydsebb az az eset, amikor az idegndvekedési
re is alkalmasak. faktorral egyutt (NGF) adjuk]. Funkcionalis szarmazék
Talalmanyunk egyik elényds kiviteli alakja olyan (I11) alatt olyan K—252a-szarmazékokat értiink, ahol ezen
altalanos képletli K—-252a-szarmazékot tartalmazé molekula médositott szarmazékardl van sz6, ahol a
gyogyszerkészitményre vonatkozik, amellyel a hatso szarmazék kedvezd bioldgiai hatast mutat, amit a to-
gydki ganglion idegsejt funkciéi erdsitheték. Az ezzel 55 vabbiakban neuroprotektiv hatasnak neveziink, ilyen
végzett kezelés soran valamely emiBsnek, ideértve a hatas példaul az idegseijtek tilélését fokozé kepesség,
human betegeket is, ezen szarmazékok terapiasan ha- vagy az idegszalak (igy példaul axonalis) nvekedeset
tasos mennyiségét adjuk be. A (lIl) altalanos képletben fokozo képesség, vagy pedig a kolinerg idegsejtek
a szubsztituensek jelentését a 2. tablazatban foglaljuk funkcidit javitd hatas, vagy az érzékeldsejtek, mint pél-
Ossze. 60 daul hatsé gyoki ganglionidegsejtek funkcidit javitd ke-
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pesség, vagy a corpus triatum neuronjainak tulélését
és/vagy funkcidjat fokoz6 képesség. A molekula ilyen
modositasa javithatja egyidejlileg a vegyllet oldékony-
sagat, abszorpciéjat, szallithatésagat (igy példaul a
véraram korlatjan és a sejtmembranon keresztiil torté-
né szdllitdsat), tovabba novelheti a vegyiilet bioldgiai
felezési idejét és igy tovabb. Masik lehetéségként vagy
pluszhatasként némely csoportnak a vegyiiletbe vald
bevitele csdkkentheti a vegylilet toxicitasat, vagy pedig
a vegyillet valamely nemkivanatos mellékhatasat mér-
sékelheti, vagy teljesen kikiiszébdlheti.

Az ezen kiviteli alakban alkalmazott vegyiileteket a
(111} és (IV) altalanos képlettel irhatjuk le; e képletekben
lévé szubsztituensek jelentését az alabb kdvetkezd 4.
tablazat sorolja fel, szemléltetve a talaimany oltalmi ko-
réhez tartozo vegylileteket. A K-252a jel(i vegyiiletnek
talalmany szerinti funkciés szarmazékait 0j eljarassal,
egy kémiai szintézis segitségével allithatjuk el, amely-
nek soran ismert médszereket alkalmazunk. igy pél-
daul a (IIl) képletii vegylilet eléallitasa ismert mddsze-
rekkel torténik [Moody és munkatarsai: J. Org. Chem.
57, 2105-2114. oldal (1992); Steglich és munkatarsai:
Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 19, 459-460 (1980); Na-
kanishi és munkatarsai: J. Antibiotics 39, 1066—1071
(1986); a 60-295172 szamu japan szabadalmi bejelen-
tés (1985)).

4. tablazat

A K-252a'0 jelii vegyiilet funkcids szarmazékai
Vegyiilet R1 R? X R zim

Z2

I11-1 - H - - H

-2 - H - - o

IV-149) | H H - - H

IV-2(5) Br H - - H

IV-36) H H - - H

IV-4(8.9) H H - - H

(1) Z' és Z2 jelentése egyarant hidrogénatom, vagy egyiittes
jelentésiik egy oxigénatom;

(4) R3 jelentése —CH,CH=CH,; R* jelentése hidrogénatom;
(5) R3 és R4 jelentése egyarant hidrogénatom;

(6) R3 és R4 jelentése egyarant -CH,CH=CH, csoport;

(8) R3 jelentése hidrogénatom és R4 jelentése —CH,CH=CH,
csoport;

(9) IV-1 és IV-4 jelentése e két komponens 1,5-1,0 aranyu
elegye;

(10) a K-252a jel(i vegyilletben R és R2 jelentése hidrogén-
atom, X jelentése CO,CHj; csoport, R jelentése hidroxilcso-
port, Z1 és Z2 jelentése hidrogénatom.

A taldlmany szerinti gyégyszerkészitményekkel fo-
kozhato a kolinerg neuronok funkcidja is, az ezekkel
végzett kezelés soran terapidsan hatdsos mennyiség-
ben K-252a hatéanyag-szarmazékot adunk a beteg-
nek; e vegyiiletet a (Ilf) és (V) altalanos képlettel irhat-
juk le; a szubsztituensek jelentését a 4. tablazatban ad-
juk meg (a K—-252a jel(i vegyiletre vonatkozik a 10. lab-
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jegyzet). E vegyliletet a szakirodalomban ismertetett
maddszerekkel allitjuk eld [lasd Matsuda és munkatar-
sai: 4 554 402 szamu amerikai egyesiilt allamokbeli
szabadalmi leiras; Kase és munkatarsai: J. Antibiotics
37:1059-1065 (1986)]. A leirasban alkalmazott ,koli-
nerg neuronok funkcidinak fokozasa” kifejezés azt je-
lenti, hogy elGsegitjiik a kolinerg idegsejtek tulélését
és/vagy az idegszalak (mint példaul az axondlis szalak)
névekedését, és/vagy fokozzuk az idegsejtek kolinerg
tevékenységét. A K—-252a jelii vegyiiletet alkalmazhat-
juk 6Gnmagaban vagy egy neurotrdf faktorral egyitt, cél-
szer(ien a neurotrofincsalad egy tagja jon szamitasba,
legelényosebb, ha az idegnévekedési faktort (NGF)
hasznaljuk.

K-252a jel(i vegyiilet funkciés szarmazékait alkal-
mazhatjuk dnmagukban vagy valamely neurotrof fak-
torral, mint példaul NGF-fel kombinalva; e vegyiileteket
terdpias célokra hasznalhatjuk neuroldgiai betegseégek
kezelésénél, elsdsorban olyan betegségek j6hetnek itt
figyelembe, amelyekre jellemzd, hogy a sérlilt, korlato-
zott, axonadlis degeneraciéban szenvedd, vagy pusztu-
las veszélyének kitett neuronsejtek fokozott szerepet
jatszanak, vagy olyan neuronsejtek vannak jelen, ame-
lyek csokkent kolinerg hatast mutatnak. E betegségek-
hez tartoznak azok is, amelyeket a serkentaminosa-
vak idéznek el6. A taldimany szerinti vegylletek bioak-
tivitasat, ideértve a neurotrof faktorokkal valé kombina-
ciok bioaktivitasat is, ismert médon vizsgaljuk
PC-12 jelzésii sejtek tenyészetében az ornitin-dekar-
boxildz-modszerrel, tovabba gerincagyseijtek tenyésze-
tében kolin-acetil-transzferaz-vizsgalattal, a hats6 gyo-
ki ganglionneuronok tulélésének vizsgalataval, cor-
pustriatum-tenyészetben végzett neurontulélési vizsga-
lattal vagy az in vivo koriilmények kdzétt végzett exci-
totoxin neurop vizsgalattal, e médszereket az alabbiak-
ban részletezziik. A talalmany szerinti vegyuletek elé-
nydsen alkalmazhatok a human péaciensek kezelésére
vagy egyéb emldsoknél, amelyek neuroldgiai betegsé-
gekben vagy zavarokban szenvednek, amely betegsé-
gekre jellemz6 a neuronsejtek pusztulasanak vagy té-
ves milkddésének fokozott veszélye a fentiekben is-
mertetettek szerint. Ezen neuroldgiai betegségek és
zavarok kozil emlitjik meg nem korlatozd értelemben
az alabbiakat: az Alzheimer-kér; motorosneuron-meg-
betegedés, ideértve az izomsorvadasos lateralis szkle-
rozist; tovabba Parkinson-kér, agyvérzés és az egyéb
ischaemias karosodasok; Huntington-féle kor;
AIDS-szel kapcsolatos dementia, epilepszia, razkédas-
bél vagy behatolasbodl eredé agyi vagy gerincvelé-karo-
sodas, valamint a periferidlis neuropatiak.

A talalmany szerinti vegyileteket gyogyaszati ké-
szitményekké alakithatjuk oly médon, hogy ezeket
gyégyaszatilag megfelelé nem toxikus segéd- és vivo-
anyagokkal elegyitjik. Ezen készitményeket alkalmaz-
hatjuk parenteralis beadasra, elsésorban folyékony ol-
datok vagy szuszpenziék formajaban; készithetiink
oralis beadasra szant készitményeket, elsésorban tab-
lettakat vagy kapszulakat; tovabba eléallithatunk orron
keresztiil beadhatd készitményeket, igy példaul poro-
kat, nazalis cseppeket vagy aeroszolokat.
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A készitményeket elonydsen egységdodzis formaja-
ban adjuk, el6allitasuk a gydégyszerészeti technoldgia
ismert modszerei szerint torténik, lasd példaul Reming-
ton’s Pharmaceutical Sciences [Mack Pub. Co, Easton,
PA, 1980]. A parenterdlis beadasra szant készitmé-
nyek tartalmazhatnak olyan altalanosan hasznalt vivé-
anyagokat, mint steril viz vagy séoldatok, polialkiléngli-
kolok, mint példaul polietilénglikol, névényi eredetii ola-
jok, hidrogénezett naftalinszarmazékok és igy tovabb.
Kiléndsen eldényds a biokompatibilis, bioldgiailag le-
bonthaté laktidpolimerek, laktid/glikolid kopolimerek
vagy poli(oxi-etilén)-poli(oxi-propilén) kopolimerek al-
kalmazésa, amelyek a hatéanyag szabdlyozott leada-
sat képesek biztositani. Ezen hatdanyagokhoz alkal-
mazhaté egyéb parenteralis célra szant vivbanyagok
kozil emlitjiik meg az etilén-vinil-acetat kopolimer ré-
szecskéket, az implantalhatd infuziés rendszereket, az
ozmotikus szivattyukat és a liposzomakat. Az inhalalas
céljara szant készitmények tartalmazhatnak vivé-
anyagként példaul laktézt, vagy készithetunk vizes ol-
datokat, amelyek példaul poli(oxi-etilén)-9-lauril-étert,
glikokolatot vagy dezoxikolatot tartalmaznak, vagy ké-
szithetiink olajos oldatokat, amelyeket nazalis cseppek
formajaban adhatunk a betegeknek, vagy készithetiink
intranazalis alkalmazasra szant géleket. A parenterali-
san beadasra szant készitmények mellett megemlitjik
a széjon keresztill beadandd, glikokolatot tartalmazé
készitményeket, a metoxi-szalicilatot tartalmazé rekta-
lis készitményeket és a citromsavat tartalmazé vagina-
lis készitményeket.

A taldlmany szerinti hatéanyagokat alkalmazhatjuk
egyediili vegyiiletként vagy egyéb hatéanyagokkal
kombinalva gyogyaszati készitmények formajaban, igy
példaul hasznalhatunk egyéb hatéanyagként ndveke-
dést elbsegitd faktorokat, amelyek elésegithetik a neu-
ronalis tulélést, vagy a neuroldgiai betegségek és rend-
ellenességek esetében az axondlis ndvekedést, igy
példaul a periférids neuropatia kezelésénél.

A taldlmany szerinti vegyiileteket tartalmazé gyé-
gyaszati készitményekben a hatéanyagok koncentra-
cigja tobb tényez6tél fugg, ezek kdzll emlitjuk meg a
beadandé gyogyszer dézisat, az alkalmazott vegyiilet
kémiai jellemzéit (igy példaul hidroféb jellegét), tovab-
ba a beadas utjat. Altalaban a talalmany szerinti vegyi-
leteket vizes, fiziolégias pufferoldatban adjuk, ahol az
oldat 0,1-10 témeg/térfogat%-os parenteralis célra
szant készitmény. Altalaban a beadand6 dézis értéke
mintegy 1 ng/kg-tél 1 glkg testtémeg/nap kézétt valtoz-
hat; az elényds dézis mennyisége mintegy 0,01 mg/kg
és 100 mg/kg testtdbmeg/nap érték kdzott van. Az els-
nyos dozis nagysaga tobb tényezétél fiigg, igy példaul
a neurolégiai betegség mértékétdl és elérehaladott al-
lapotatdl, a kezelt beteg altaldanos egészségi allapota-
tol, valamint a kivalasztott vegyiilet relativ bioldgiai ha-
tasatdl, tovabba a valasztott készitményformatdl, a vi-
v@anyagoktél és a beadas maédjatél.

A taldlmany szerinti megoldast az alabb kdvetkezd
peldak szemiléltetik. A példakat a korlatozas szandéka
nélkil ismertetjik; az oltalmi kdrt az igénypontok hata-
rozzak meg.
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Az abrék ismertetése

Az 1. dbra

A 2. abra

A 3. dbra

A 4. abra

Az 5. abra

A 6. abra

A 7. abra

A 8. abra

A 9. abra

szemlélteti a K-252a, az 1,6-hexameti-
lén-bisz(karbamoil-staurosporin)
(HBCS) és a staurosporin hatasat a ba-
zélis ornitin-dekarboxilaznak (ODC) a
PC-12 jelzésii sejtekben kifejtett miks-
désére. Az abran feketével jeldljik az
alapszintet, majd felvaltva csikozott és
fekete kockaval jeldljik a 2 nmol,
20 nmol és 200 nmol/l koncentracidji
oldatokban kapott értékeket.

szemlélteti a staurosporin, HBCS és a
K-252a-nak az NGF-fel stimulalt
ODC-re kifejtett hatasat a PC—12 jelzé-
sli sejtekben. Az abrakon a jeldlések az
1. &branal megadottal azonosak.
szemléiteti az NGF-fel fokozott HBCS-
hatadst az ODC vonatkozasaban a
PC-12 jelzésl sejtekben, az abran
négyzettel jeléljik az NGF nélkul vég-
zett kisérleteket, és rombusszal az
NGF jelenlétében végzett kisérleteket.
szemlélteti a K-252a 4ital a kolin-ace-
til-transzferazra (ChAT) kifejtett hatast
patkanyoktdl levett embrionalis gerinc-
agysejt-tenyészetekben. A vizszintes
tengelyen a K-252a névekvd koncent-
raciojat tintetjiik fel. A fiiggbleges ten-
gelyen a ChAT-hatast tiintetjlk fel.
szemlélteti a K-252a-nak a ChAT-re ki-
fejtett hatasat patkanyoktol levett emb-
riondlis gerincagysejt-tenyészetben az
id6 fliggvényében. A vizszintes tenge-
lyen a tenyésztés idejét adjuk meg na-
pokban. A fliggbleges tengelyen a
ChAT-hatast tiintetjuk fel.

szemlélteti a K-252a hatasat a csirke-
embri6 hatsé gydki ganglionneuronok
tulélése tekintetében. A vizszintes ten-
tetjiik fel. A fuggbleges tengelyen a re-
lativ fluoreszcenciaértékek lathatok.
mutatja be a K-252a funkcios szarma-
zékainak a csirkeembrid hatsé gyoki
ganglionneuronok tulélésére kifejtett ha-
tasat. A vizszintes tengelyen az NGF-fel
indukalt hatasnévekedés lathaté %-ban.
A fiiggbleges tengelyen a vizsgalt ve-
gylletek szerepelnek. Az abran szerep-
16 (1) altaldnos képletii ala tartozd ve-
gyuleteket a P9500192 alapszamu ma-
gyar bejelentésben ismertették.
szemlélteti a K-252a funkcidés szarma-
zékoknak a ChAT-re kifejtett hatasat
patkanyembridktdl levett gerincagy-
sejt-tenyészetekben. A vizszintes és
fiiggbleges tengelyen a 7. abranal
megadott adatok szerepelnek.

mutatja be a K-252a hatasat a kainat
altal a patkanyhippocampusban létre-
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hozott karosodas vonatkozasaban.
A fiigg6leges tengelyen a karositott te-
riletek szama lathato.

mutatia be a K-252a altal kifejtett ha-
tast a kainat altal a patkanyoktol levett
hippocampusban eldidézett spektrin-
proteolizis vonatkozasaban. A fliggble-
ges tengelyen a spektrinproteolizis
%-o0s értéke lathaté a kontrollhoz viszo-
nyitva.

mutatja be a HBCS hatasat a kainat al-
tal a hippocampusban eldidézett karo-
sodds vonatkozasaban. A fliggbleges
tengelyen a karositott teriiletek szama
lathato.

szemlélteti a K—252a-analégok hatasat
a kainat altal a patkanyoktdl levett hip-
pocampusban eldidézett spektrinpro-
teolizisre. A fiiggbleges tengelyen lat-
hatjuk a spektrinproteolizis mértékét; a
vizszintes tengelyen a kisérlethez
hasznalt vegyiiletek szerepelnek.
szemlélteti a corpus triatum neuronjai-
nak tulélését K-252a jelenlétében.
A fliggbleges tengelyen a sejttulélés
lathatd (szoros novekedés). A vizszin-
tes tengelyen a K—252a koncentracidja
van feltlintetve.

mutatja be a corpusstriatum-sejtek tul-
élését K—252a jelenlétében. A fiiggble-
ges tengelyen a sejtszam lathat6.
A vizszintes tengelyen a tenyésztés
idétartamat tintetjik fel napokban. Fe-
ketével jeldljik a kontrollértékeket, vo-
nalkazva jeldljik a K-252a-val kapott
eredményeket.

szemlélteti a corpusstriatum-neuronok
tulélését K-252a jelenlétében és anél-
kil. A 15a. abran a kontroll lathatd, a

A 10. dbra

A 11, abra

A 12. dbra

A 13. dbra

A 14, abra

A 15. abra

K-252a jelenlétében kapott eredmény
van feltiintetve.

1. példa

A PC-12 jelzésl sejtek patkanyok mellékveseve-
16-daganatabol szarmazd kldénozott sejttenyészet, ezen
tenyészetet eredményesen alkalmazzak az NGF hata-
sanak tanulmanyozasara [Guroff: Cell Culture in the
Neurosciences, Plenum Publishing Corporation, 8. fe-
jezet, 245-272. oldal (1985)]. Ezen sejttenyészetekben
az NGF hatasa elsGsorban abban nyilvanul meg, hogy
az NGF az ornitin-dekarboxilaz (ODC) tevékenységét
nagymértékben stimulalja; ezen tevékenységrél megal-
lapitottak, hogy ez 200 nmol/liter koncentracioju
K-252a segitségével eredményesen blokkolhato [Koi-
zumi és munkatarsai, 1988)]. Jelen példaban ismerte-
tett kisérleteink soran PC-12 jelzésii sejteket [amelye-
ket Dr. Guroff G.-t6l kaptunk] tenyésztiink 48 nyilasa
lemezeken, a nyilasokba 6x10% sejt/cm? sirliségl
szuszpenziot adunk. A nyildsokba staurosporint vagy
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HBCS-t, valamint a gyoégyszerekhez hasznalt vivé-
anyagot (0,5 témeg% DMSO) adunk. A K-252a jelli
vegyiiletet és staurosporint a kereskedelmi forgalom-
ban Kamiya Biomedical cégtél szereztik be. Négy 6ra-
val a gyogyszer hozzdadasa utan a sejteket dssze-
gydjtjuk ODC-vizsgalat céljara; a vizsgalatot Huff és
munkatarsai altal ismertetett médszer szerint [J. Cell.
Biol. 88, 189-198 (1981)] végezzik.

Mindharom vegyiilet fokozza az ODC hatasat,
azonban a harom vegyiilet hatasossaga kozott ienye-
ges differenciak mutatkoztak (lasd az 1. abrat).
A K-252a jeli vegyiilet a dozistol figgéen fokozza az
ODC hatasat, ami 2 nmol/l koncentraciénal jol észlel-
heté. A hatas fokozodik egészen a 200 nmol/liter kon-
centraciénal mért maximumig (36,3-szeres indukalas).
Hasonloképpen a staurosporin hatasa jol észlelhet6
volt 2 nmol/l koncentracional, azonban a cslcsértéket
mar 20 nmol/l koncentracional elérjik (34,7-szeres in-
dukalas), és 200 nmol/l koncentracional a hanyatlas
mar jelentésnek mutatkozott. Hasonléképpen a HBCS
2 nmol/l koncentraciénal észlelhetd hatast mutatott,
azonban a magasabb koncentracioértékeknél a hatas
nem fokozddott, igy a maximalis hatasossag lényege-
sen kisebb volt, mint amit a masik két vegyiletnél ész-
leltiink (6,5-szeres indukalas). Egy masik kisérletsoro-
zatban 6sszehasonlitottuk a PTCS, PCS és ECS-nek a
PC-12 jelzésii sejtekben mért, ODC-re kifejtett aktivita-
sat, és a kapott eredményeket 6sszehasonlitottuk a
K-252a jelii vegyiilettel elért eredményekkel. Amennyi-
ben a K-252a jeli vegyilet 200 nmol/l koncentracioer-
téknél észlelt hatasat 100%-nak vessziik, ugy a PTCS
altal mutatott érték a K-252a-hoz viszonyitva mind-
dssze 71,4% volt; ugyanakkor a PCS és ECS altal mu-
tatott hatas 88,9%-osnak, illetéleg 61,9%-osnak mutat-
kozott a K-252a-hoz viszonyitva. Meg kell jegyezni
azonban, hogy a proteinkinaz C H-7 inhibitor 30 pmol/l
koncentraciéértéknél nem indukalta az ODC aktivita-
sat, amely koncentraciérél az valt ismertté, hogy a pro-
teinkinaz C aktivitasat inhibitalja [Nakadate és munka-
tarsai, Biochem. Pharmacol. 37, 1541-1545. oldal
(1988)].

A K-252a jelli vegylilet, a staurosporin és HBCS
azon képességét, miszerint ezen anyagok az NGF bio-
aktivitdsat potencirozzak és/vagy inhibitaljak, oly mé-
don vizsgaljuk, hogy 10 ug NGF/ml sejttenyészethez
fenti vegyileteket adjuk az elébbiekben megadott kon-
centracidban; a vizsgalatot a fentiekben leirt, a sejtek
ODC-vizsgalata szerint végezziik (az eredményeket a
2. 4bra tinteti fel). Az NGF koncentracidjat oly médon
valasztjuk meg, hogy az egy kézepes indukciés szintet
biztositson, és ezaltal a vizsgalt vegylletek inhibitor-
vagy potencirozéhatasa jol kitiinjon. 200 nmol/l kon-
ODC-nek az NGF altal elSidézett indukcidjat, mint
ahogy azt Koizumi és munkatarsai észlelték (1988), de
meglepé modon e vegylilet az indukciét alacsonyabb
koncentracidértékeknél hatarozottan potencirozza
(2 nmol/liter és 20 nmol/liternél). A staurosporin
2 nmol/l koncentracidértéknél szintén potencirozza az
NGF indukcios hatasat, azonban ez a hatas magasabb
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koncentraci6értékeknél (20 és 200 nmol/l) eltiinik.
A HBCS ezzel szemben az NGF hatasat minden kon-
centracioértéknél potencirozza. Ezt a meglepé hatast
szemlélteti a 3. abra, ahol feltiintetjlik az nmagaban
adott HBCS-nek kismértékii ODC-indukalé hatasat is.

2. példa

A K-252a jelli vegylletnek kolin-acetil-transzferaz-
ra (ChAT) kifejtett hatasat patkanyembriék gerincveld-
jébél készitett tenyészeten standardmddszerekkel el-
lendrizziik (lasd az alabbiakban). A ChAT olyan enzim,
amely a neuronatvitelnél szerepl6 acetil-kolin szintézi-
sét katalizélja, és specifikus biokémiai jelz6anyagnak
tekinthet6 a kolinerg neuronok tekintetében. A gerinc-
vel6ben a kolinerg neuronok nagyobb része motoros
neuron. Ezen enzim vizsgalata tehat felhasznélhato
egy olyan faktor indikatoraként, amely vagy amelyek a
kolinerg neuronok tulélését és/vagy ezen enzim szaba-
lyozéképességét befolyasoljak.

Megadott koncentréaciéértékben K-252a jel(i vegyii-
letet adunk a sejttenyészethez 2-3 oraig tartd inkuba-
ciés id6t kovetéen, amely idd alatt a sejteknek modjuk-
ban allt a szubsztratumhoz kapcsolddni. 48 6ra eltelte
utan a taptalajpan ChAT-aktivitast mériink. Gerincagy-
tenyészetben a K—252a jelli vegylilet dozistdl fliggd né-
vekedést idéz elé a ChAT-aktivitasban, a hatdsossag
maximuma (2-3-szoros névekedés) 200-300 nmol/liter
koncentréciénal iép fel (az eredményeket a 4. abra tin-
teti fel). A nagyobb koncentracioértékek esetében a
ChAT-aktivitas csokkenése észlelhetS (lasd a 4. abrat).
Hosszabb ideig tarté inkubaciés id6k esetében — egé-
szen 7 napig tartéan — a ChAT-aktivitas tekintetében a
vizsgalt vegyilet 4-5-szoros ndvekedést eredmeénye-
zett (lasd az 5. &brat), ami a ChAT-aktivitas csOkkent
alapszintjének tulajdonithatd. Ebben a taptalajrendszer-
ben névekvé szamu motoros neuron degeneralddik
vagy pusztul el az alap- (kontroll) kérilmények kézott
[McManaman és munkatarsai: Developmental Biol.
125:311-320 (1988)]. A 4. és 5. abran feltiintetett ered-
mények a K—252a jelli vegyiilettel egy alkalommal vég-
zett kezeléshez tartoznak, a K—252a jelli vegyuletet a
taptalaj beoltdsanak napjan adjuk az elegyhez, az ered-
mények azt mutatjak, hogy e vegyiilet a gerincagy koli-
nerg neuronjainak tulélésére és/vagy maganak az en-
zim szabalyozasara tartés hatast fejt ki. Modszerek:
Patkanyembri6tdl vett gerincagysejtekkel késziilt tenyé-
szeten végzlink kisérleteket, ezeket ismert modon haj-
tottuk végre [Smith és munkatarsai: J. Cell. Biol. 101,
1608-1621. oldal (1985)]. A gerincagybol nyert sejteket
ismert madon tettilk a vizsgalathoz alkalmassa, 14 na-
pos patkanyembriokbdl kivett gerincagybdl ismert mo-
don készitettilk el a tenyészetet, tripszint hasznalva a
szovet elbontasara (Smith és munkatarsai, 1985). A sej-
teket poli-1-ornitinnel bevont miianyag lemezen lévé
szovettenyészetekre vittiik fel, 6x105 sejt/cm? mennyi-
ségben; szérummentes N2 taptalajt alkalmaztunk, és az
elegyet 37 °C hoémérsékleten inkubaltuk nedves at-
moszféraban, amelynek Gsszetétele: 5% CO,/95% le-
vegd [Bottenstein and Sato, PNAS 76, 514-517. oldal
(1979)], az inkubdlast 48 ora hosszat végeztik.
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A ChAT-aktivitast a modositott Fonnum-mddszer sze-
rint vizsgaltuk [J. Neurochem. 24, 407-409. oldal
(1975)], a modositas Ishida és Deguchi szerint tortént
[J. Neurosci. 3, 1818—1823. oldal (1983) és McMana-
man és munkatérsai: supra (1988)]. Az aktivitast az
dsszfehérjéhez viszonyitottuk, aminek értékét a bicin-
chonicsav/Cu** reakciéval allapitottuk meg [a BCA-fe-
hérje-vizsgalathoz hasznalt reagenst Pierce, Rockland,
-6l szereztiik be].

3. péida

A gerincagy-ChAT-vizsgalat segitségével tébb mint
szaz K-252a jelli vegyiilet funkcios szarmazékat vizs-
galtuk meg, értékelve a vegyiiletek relativ hatasossa-
gat. A 8. abran feltiintetett adatokbdl kitlinik, hogy
300 és 30 nmolfliter koncentracicértékeknél az ismert
funkcids szarmazékok kéziil 28 mutatott jelentds
ChAT-aktivitas-ndvekedést 300 nmollliter koncentra-
ciéértéknél. [Az abrakon szerepld, a (Il) altalanos kép-
let ala tartozd vegyiileteket a P9500192 alapszamu
magyar szabadalmi bejelentésben ismertették.] A funk-
cids szarmazékok kéziil az egyik, a 11-21. jelzésii ve-
gyllet, mar 30 nmollliter értéknél is hatasos volt (a
ChAT-aktivitas 30%-0s novekedését mértiik az alap-
szint felett). Ez a vegyiilet hatasosabbnak mutatkozott,
mint a K-252a jelzés(i vegylilet maga, vagy mint a tob-
bi analég szarmazék, minthogy ezen vegyiiletek egyike
sem ndvelte a ChAT-aktivitast 30 nmol/l értéknél.

Az alabbi 5. tablazatban ismert és 0j K-252a-szar-
mazékok hatasat mutatjuk be, amit patkany-gerincagy-
tenyészetben a ChAT-aktivitds ndvekedése alapjan al-
lapitottunk meg.

5. tablazat
A K-252a-szarmazékoknak a ChAT-tevékenységre
kifejtett relativ hatasa patkanyoktdl levett
gerincagysejt-tenyészetben

Vegyllet Gerincagysejtben ChAT-tevékenység
300 nmol/l 30 nmol/l

K-252a 100 -

V-3 77 -

Hi-1 75 -

V-1 74 72

V-2 62 NT

-2 60 NT

NT: ilyen koncentraciénal nem vizsgaltuk
—: ilyen koncentracional nem észleltiink hatast

4. példa

Az alabbiakban a K-252a jelli vegyiiletet, valamint
e vegylilet funkcids szarmazékait vizsgaltuk és értékel-
tik a hatsé gyoki ganglionneuronseijt-tulélés vonatko-
zasaban. A sejttalélés méréséhez calcein AM-et hasz-
naltunk, ami a fluoreszcén-diacetat-szinezék analégja.
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A calceint az életképes sejtek felveszik, a sejten beliil a
szinezék fluoreszkald sokka szakad fel, a sék az élet-
képes sejtek intakt sejtfalan beliil maradnak. Az életké-
pes neuronok mikroszképos szamlalasi eredménye
kozvetlen osszefliggésben all a fluorimetrias talélési
vizsgalat soran kapott relativ fluoreszcenciaértékekkel.
Ennek kovetkeztében e mddszer segitségével egy
adott tenyészeten beliil megbizhatd, kvantitativ értéke-
ket kapunk a tilél6 sejteknek az dsszsejtszamhoz vi-
szonyitott aranyarol.

A hats6 gyoki ganglionneuronok tulélését a K-252a
jelli vegyllet fokozni képes koncentraciotol fuggé mér-
tékben; a maximalis hatast mintegy 100 nmol/liter ér-
téknél észleltilk (lasd a 6. abrat). A megvizsgalt 50 ana-
l6g vegyiilet kdzll azokat, amelyek hatasosnak bizo-
nyultak a DRG-neuron-tulélés elésegitésében, a 7. ab-
ran szemléltetjiik. Mindezen analdg szarmazékok hata-
sosnak mutatkoztak a gerincagy-ChAT-aktivitas foko-
zasaban is (l4sd az 5. példat és a 8. abrat). Az eredmé-
nyeket a 6. tablazat szemlélteti. A hatsé gydki gang-
lionneuronok mikroszképos vizsgalata azt mutatja,
hogy ezeket hatasos funkciés szarmazékokkal stimu-
lalva az idegszal-ndvekedés fokozddott.

Modszer: 8 napos csirkeembridktdl levett hatsé
gyoki ganglionokat metsziink ki, és diszpazzal (semle-
ges protaz, Collaborative Research gyartmanya) kezel-
ve sejttenyészetet készitlink. 96 nyilasu poli-L-ornitin-
nel és lamininnel bevont lemezekre neuronokat vi-
sziink fel alacsony s(irliségben (1,8x10% sejt/cm).
A sejteket 48 ora hosszat tenyésztjilk szérummentes
N2 taptalajban [Bottenstein and Sato, (1979)], a te-
nyésztést 37 °C hémérsékleten végezzik nedves at-
moszféraban, ahol az atmoszféra Osszetétele 5%
CO,/95% levegd. 48 ora eltelte utan értékeljik a taleld
sejtek szamat, ahol is a fentiekben ismertetett t0lél6
sejtek fluorometrias vizsgalatat végezziik.

6. tablazat
A K-252a-szarmazékoknak a neurondlis tulélésre
kifejtett hatasa csirke hatsé gyoki
ganglionneuron-tenyészetben

Vegyiilet DRG-tulélés

K-252a % NGT %

NT 69
NT 61

-1
-2

NT: nem vizsgaltuk

5. példa

Kaininsavbol (kainat) (ami egy serkentGaminosav)
készUlt ionfuziét kozvetleniil egy ragesalo agykamraja-
ba adagolva a hippocampus piramidalis sejtjei neuro-
nalis degeneralodasa észlelhetd. A neuronalis pusztu-
lasra jellemz0 a spektrin (ami egy sejtvazfeheérje) pro-
teolizisének szamottevé novekedése. A kainat beada-
sat kdvetden 24 6ra eltelte utan a spektrin bomlaster-
mékeit ki lehet mutatni a hippocampushomogenatum-
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ban. A spektrinnél jelentkezé proteolizis nagysaga
nagymértékben Gsszefiigg a hippocampus piramidalis
sejtjeiben fellépd neurondlis pusztulassal [Siman és
munkatarsai, J. Neurosci. 9, 1579-1590. oldal (1989)],
igy a spektrinnél észlelhetd proteolizis kivaléan alkal-
mazhaté a serkentGaminosav altal eléidézett neurona-
lis degeneraci6 biokémiai jelzésére.

Szamos neurol6giai megbetegedésnél és rendelle-
nességnél, ideértve az agyvérzést és egyéb ischae-
mias bantalmakat is, észlelheté az endogén eredetii
serkentbaminosavak nagymérték(i felszaporodasa; e
betegségek és rendellenességek kéziil emlitjik meg
az agyvérzést és egyéb ischaemias elvaltozasokat; az
Alzheimer-kdrt, a motorosneuron-betegséget, ideértve
az izomsorvadasos lateralis szklerdzist, a Parkin-
son-kért; a Huntington-féle megbetegedést; az
AIDS-eredetli dementiat; epilepsziat; az agy és gerinc-
agy razkodasos és behatolasos sériiléseit.

A 9. abra szemlélteti a K-252a jel(i vegylletnek a
kainat altal elidézett neurondlis degeneracidjara kifej-
tett hatasat a hippocampusban. Him és néstény
Sprague-Dawley fajtaji patkanyokba csdvet (kandilt)
vezetiink be, ezen keresztill az allatoknak 0,4 pg
K-252a jelzésii vegyiletet vagy a felhasznalt vivo-
anyagot adjuk 30 perccel a kainatinjekcié beadasa
el6tt, valamint 3 és 24 6rat ezt kdvetben; a kainatbdl
0,6 ng mennyiséget adagolunk kdzvetleniil az agy late-
ralis cerebralis kamrajaba (icv.). Két héttel a vizsgalatot
kévetben az agyat kiemeljiik, fagyasztjuk, felszeletel-
juk, és szodvettani vizsgélathoz megfestjik az alabbiak
szerint. Az itt kdvetkez6 adatok minden egyes allatcso-
portnal a hippocampus sériilt régidinak atlagszamat je-
lentik +standard hibat. A K-252a jelii vegyilet beada-
saval lényeges mértékben csdkkentheté a karosodott
feliilet szama a hippocampus terilletén, a csékkenés
mértéke 3,86x0,78 (K-252a-val végzett kezelés nélkil)
értékrol 1,1810,4 értékre (K-252a-val végzett kezelés
esetében).

A 10. abra szemlélteti a K-252a jelii vegyiiletnek a
kainat altal indukalt spektrinlebomlasra kifejtett hatasat
a hippocampusban. N@stény Sprague—Dawley fajtaja
patkanyoknak 0,4 pg K-252a jelzésii vegyiiletet, vagy
pedig a felhasznalt vivGanyagot adjuk; icv. infuzié se-
gitségével az allatoknak neurotoxikus dézisban kaina-
tot (0,6 ug) adunk be. A kontrollallatoknak a vivéanyag-
gal készult infuziét adjuk kainat vagy K-252a adagola-
sa nélkil. 24 ora eltelte utan a hatsé hippocampusbdl
készlit homogenatumot vizsgaljuk, és meghatérozzuk
a spektrinlebomlasi termékek mennyiségét. A spekt-
rinproteolizis nagysagat %-ban fejezzik ki, a spektrin-
lebomlasi termékek tdmegére szamitva, minden egyes
vizsgalati csoportra vonatkoztatva megallapitjuk a pro-
teolizis %-at, dsszehasonlitasi alapként a kontrolicso-
portban mért értékeket vesszilk. A feltlintetett adatok
az egyes allatcsoportoknal mért spektrinbomlas atlag
szazalékos novekedését tstandard hibat mutatja be
(ahol a kontrollértékeket 100%-nak vessziik).
A K-252a jelzésli vegyiiletet icv. infizid formajaban
beadva a spektrin proteolizise szamottevé mértékben
csdkken 140+15%-rol (K-252a vegyiilet adagolasa
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nélkiil) mintegy 102+10%-ra (K—252a jel(i vegyilettel
valé kezelés esetén) az alapkontroliértékekhez viszo-
nyitva.

6. példa

A 11. abra szemiélteti a HBCS-nek a kainattal indu-
kait neurondlis degeneraciora kifejtett hatdsat a hippo-
campusban. Nostény Sprague—Dawley fajtaju patka-
nyokba bevezet6csdvet (kaniilt) helyeziink, s ezen ke-
resztil 0,8 ug HBCS-t vagy a felhasznalt vivéanyagot
adagoljuk 40 perccel a kainat icv. infuziét megelézden
és 4 oraval ezt kovetden; kainatbdl 0,6 ug dozist adunk
be. 2 héttel az infuzié beadasat kdvetben a vizsgalt al-
latok agyat kimetsszik, fagyasztjuk, felszeleteljik, és a
hisztolégiai vizsgalathoz az alabbiak szerint megfest-
juk. A megadott eredmények minden egyes allatcso-
portnal a karosodott hippocampus alrégidinak atlagsza-
mat +standard hibat jeldl. HBCS adagolasaval a karosi-
tott teriiletek szama lényegesen csdkkenthetd a hippo-
campuson belll, a csékkenés mértéke: 2,510,6-rél
(HBCS adagolasa nélkiil) 1,3+0,5-re (HBCS-sel végzett
kezelés esetében).

7. példa

A 12. abra szemiélteti harom K-252a funkcids szar-
mazéknak a kainattal indukalt spektrin lebomlasara kifej-
tett hatasat a hippocampusban. Nostény Sprague—Daw-
ley fajtaju patkanyoknak 0,4 pg K-252a jelii vegyiletet
vagy lIl-1 vagy |I-21 vegyliletet vagy a vivéanyagot ad-
juk, egyidejiileg neurotoxikus dézisban kainatot (0,6 ng)
visziink be icv. infuzié alakjaban. A kontrolihoz alkalma-
zott allatok csak a vivéanyagot tartalmazé infaziot kap-
jak, nem adagolunk azonban sem kainatot, sem K-252a
jel(i szarmazeékot. 24 6ra eltelte utan a hatsé hippocam-
pusbdl készilt homogenatumot vizsgaljuk, mérve a
spektrinlebomlasi termékek mennyiségét, a vizsgalatot
az alabbiak szerint végezziik. A spektrinproteolizis
nagysagat szazalékban fejezziik ki, a spektrinbomias-
termékek mennyiségét 6sszehasonlituk minden egyes
allatcsoport esetében a kontrollértékekkel. A feltlintetett
adatok a spektrinbomlastermékek szazalékos ndveke-
dését jelzik minden egyes éllatcsoportra vonatkoztatva
(kontroll=100%) tstandard hiba. A K-252a jel(i vegyiile-
tet icv. infuzié formajaban beadva a spektrinproteolizis
mértéke szamottevéen csodkken: mintegy 128+9%-rél
(vivbanyaggal végzett kezelés) mintegy 104+4%-ra
(K-252a-val végzett kezelés esetében) a kontrollérté-
kekre szamitva. A lli-1 és a II-21 jelzési K-252a-szar-
mazékok nem befolyasoltak a kainat altal indukalt spekt-
rinproteolizist.

A 9-12. abrak esetében alkalmazott vizsgalati

médszerek

Kainatinfaziéval végzett vizsgalat

A K-252a jeli vegylletnek, valamint e vegyiilet
szarmazékainak a kainat altal indukalt neuronalis karo-
sodasra kifejtett hatasat a kovetkezéképpen értékeljik:

175-250 g testtdmegl kifejlett him vagy néstény
Sprague-Dawley fajtaju patkanyokat anesztetizalunk
Nembutallal (50 mg/kg, ip.), majd gybgyszert vagy vi-
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vbanyagot adunk be 5 ul dssztérfogatban a kainattal
végzett kezelés (5 pl) el6tt és ezt kdvetden, a kainatot
icv. inflzié formajaban adjuk be a fentiekben megadott
dézisban és sorrendben. A kontrollallatok vivéanyagot
kapnak kainat és gydgyszerinfizié helyett. Az anato-
miai vizsgalatok céljabdl az icv. infuziokat egy beveze-
t6csovon (kandildn) keresztiil (Plastic One, Roanoke,
VA) adjuk, a bevezetScsbvet mintegy 1 héttel az infu-
zi6t megelézéen implantaljuk és helyezzik el: a kopo-
nyatetd elején és hatsé részén, 1,5 mm-re lateralisan a
koponyatet6hdz viszonyitva, tovabba 4,4 mm-rel vent-
ralisan a koponyatet6tdl szamitva. A kezelés eredmé-
nyét 2 héttel késébb allapitjuk meg az alabb ismertetett
anatémiai vizsgalatok alapjan.

A K-252a jelli vegyiiletnek és e vegyiilet szarmazé-
kainak a kainat altal indukalt spektrinproteolizisre kifejtett
hatasat oly modon vizsgaljuk, hogy anesztetizalt patka-
nyoknak 5 pl icv. inflziét adunk, ebben a gydgyszert
vagy csak a vivanyagot adjuk kainattal egyidejlleg egy
10 ul Hamilton-féle fecskendé segitségével, amelyet fen-
tiekben megadott koordinatakon helyeziink el. 24 éraval
az inflzid beadaséat kdvetéen a patkanyokat ledljik, és
biokémiai vizsgalatokat végziink az alabbiak szerint.

Anatbmiai és biokémiai vizsgélatok

Az anatdémiai vizsgalatokat az alabbiak szerint vé-
gezzilk. Az alabb kdvetkez6 kezelés utan 2 héttel a
patkanyokat elpusztitjuk fejik levagasaval, az agyat
gyorsan eltavolitjuk, szarazjégen lefagyasztjuk. Minden
egyes agybdl koronalis metszeteket készitiink, a met-
szeteket tioninnal megfestjiik és mikroszkop alatt vizs-
gdljuk. A hippocampus karosodasat oly mddon hata-
rozzuk meg, hogy 6sszegezziik a hippocampus bal és
jobb oldalan az agyban a piramidalis sejtekben felléps
veszteséget a hippocampus 4 anatémiailag meghata-
rozott régidjaban [CA1—4 Lorente de No klasszifikalasa
szerint, a kozlemény megjelent: Shepard, The Synaptic
Organization of the Brain, Oxford, 310. oldal (1979),
amely kdzleményt referenciaként tekintjiik].

A biokémiai vizsgélatot az alabbiak szerint végez-
ziik: az agyban lévd spektrin Calpain |-szenzitiv proteo-
lizisét a hippocampushomogenatumban értékeljik im-
munobiolégiai analizis segitségével [Siman és munka-
tarsai: Neuron, 1, 279-287. oldal (1988), e kézleményt
referenciaként tekintjiik]. Réviden ésszefoglalva: a ke-
zelés utan 24 éraval a patkanyok fejét levagjuk, ily moé-
don az Allatokat elpusztitijuk, a hatsé hippocampust
gyorsan kimetssziik az agybdl, és homogenizaljuk
20 mmol/l trisz-HCl-ban (pH: 7,4), ahol az oldat
0,1 mmol/l koncentracioban fenil-metil-szulfonii-fluori-
dot tartaimaz. Minden egyes aliquot részbdl a fehérjé-
ket elkiilonitjik SDS-PAGE segitségével, és minden
egyes mintaban meghatarozzuk a kainat altal indukalt
spektrinbomlastermékek mennyiségét.

8. példa

Vizsgaljuk, hogy a K-252a jelli vegylletek milyen
mértékben segitik eld a striatumtenyészetek talélését.
17 napos patkanyembridk corpus striatumat ki-
metsszik, a sejteket diszpaz segitségével felbontjuk
(semleges protedz, Collaborative Research). 96 nyila-
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sl lemezre, ahol a nyilasokat el6z6leg poli-1-ornitinnel
és lamininnel vonjuk be, neuronokat helyeziink
5x10%nyilas mennyiségben (1,5%105/cm). A sejteket
szérummentes N2 taptalajban tenyésztjiik, ahol a tap-
talaj 0,05% borjuszérum-albumint tartalmaz (Bottens-
tein és Sato, 1979). Az inkubalast 37 °C hémérsékleten
nedves atmoszféraban végezziik, ahol az atmoszféra
Osszetétele 5% CO,/95% levegd. A beoltast kdvetd
5 nap eltelte utan értékeljiik a sejtek tulélését. A tal-
élést a 8. példaban ismertetett calcein fluorometrias
vizsgalattal végezzik.

A corpus striatumb6l szarmazo neuronalis sejtek tul-
élését a K-252a jelii vegyiilet fokozza, fiiggben a kon-
centraciétél. A maximalis hatast 75 nmol/liter
K-252a-koncentraciénal mértuk, a kontrollhoz viszo-
nyitva 3-4-szeres hatas jelentkezett (13. abra). A kont-
rolitenyészetekben a neuronok 90%-a elpusztult 5 na-
pon belill, ezzel szemben a K-252a-val kezelt sejtek
50%-a életben maradt (14. abra). A striatumneuron-sej-
tek tulélése a tenyészetben 3 nap eltelte utan értékelhe-
t6, a talélést legalabb 7 napig vizsgéljuk a tenyészet-
ben. Ezek az eredmények a K-252a jelli vegyllet egy-
szeri alkalmazasabdl szarmaznak, e vegyiiletet a te-
nyésztés kezdetének napjan adjuk a taptalajhoz, a neu-
ronok bizonyos tenyészetében tartds tulélés jelentkezik.

A 15. abra két fotomikrogérbét mutat be, ahol az
egyik a kontrolitenyészetben kapott eredményeket, a
masik 75 nmol/liter koncentraciéji K—252a jelenlété-
ben végzett tenyészetnél kapott eredményeket mutatja
be. A 75 nmol/l K-252a vegyiilet jelenléte esetében a
sejttulélés fokozddasa és a neurid elszaporodasa volt a
tenyészetekben észlelhetd.

9. példa

Meghataroztuk a K-252a jell vegyiilet funkcios
szarmazékainak a corpusstriatum-sejtek tulélését po-
tenciroz6 képességét, a vizsgalatot a 6. példaban leir-
tak szerint végezve. A 7. tablazat szemlélteti az ered-
ményeket, vagyis hogy ezen vegyuletek milyen mér-
tékben segitették el a corpus striatumban Iévé neuro-
nok taiélését.

7. tablazat
A K-252a-szarmazékok hatasa a neuronok talélésére
patkanyoktol levett corpusstriatum-taptalajban
Vizsgalt Corpusstriatum-sejtek tilélése K-252a
vegylilet adott koncentracidja esetén
25 nmol/l 75 nmol/l 100 nmol/l
K-252a 100
-1 69 NT -
V-3 - NT 47
V-1 - NT 66
11-33 - 82 NT
11-34 118 NT -

NT: nem vizsgaltuk ebben a koncentraciéban
—: nem hatasos ebben a koncentraciéban
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10. példa

V-2 jelii vegyiilet

50 mg (0,09 mmol) (J) képletii vegyiiletet [e vegyu-
letet a 120388/87 szamu kozzétett, de nem vizsgalt ja-
pan szabadalmi bejelentésben ismertetik; ezen beje-
lentést referenciaként tekintjik] 0,5 mi trifluor-ecetsav
és 50 ul 3 n sésavoldat elegyében feloldunk, majd az
oldatot szobahémérsékleten 2 napig keverjik. A kelet-
kezett csapadékot sziiréssel elkilldnitjik, majd nagy
teljesitményl folyadékkromatografianak vetjikk ala

(Unisil §C4g; metanol/viz 8:2 térfogataranyu elegye), ily

modon 8,4 mg (IV-2) jel(i vegyiiletet kapunk.

TH-NMR (DMSO-dg) & (ppm): 4,947 (2H, s),
7,300-8,010 (6H, m), 8,249 (1H, s), 9,266 (1H, d,
J=2,0 Hz).

FAB-MS (m/z): 390 (M+1)*.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. () vagy (1V) altalanos képletii vegyiilet, a kép-
letben

Z1 és Z2 jelentése hidrogénatom (lil-1 jell vegyu-

let); vagy

2" és Z2 egyiittes jelentése oxigénatom (lI1-2 jell

vegyiilet), vagy

R1, R2, R4, Z' és Z2 jelentése hidrogénatom és R3

jelentése -CH,CH=CH, képletli csoport
(IV-1 jeld vegyiilet); vagy

R! jelentése brématom és R2, R3, R4, Z1 és Z2 je-

lentése hidrogénatom (1V-2 jel(i vegylilet); vagy

R, R2, Z' és Z2 jelentése hidrogénatom és R3 és

R* jelentése —CH,CH=CH, képletli csoport

(IV-3 jeli vegyiilet); vagy

R', R2, R3, Z' és Z2 jelentése hidrogénatom és R4

jelentése -CH,CH=CH, keépletii csoport

(IV-4 jell vegydlet);
alkalmazasa emlésoknél neuronfunkcid, mégpedig ér-
zékelési, kolinergias vagy corpusstriatumneuron-funk-
ci6 fokozasara, tovabba Alzheimer-kér, motorosneu-
ron-megbetegedés, agyérrendszeri betegség,
AIDS-szel kapcsolatos elmebaj, epilepszia, Hunting-
ton-kér és az agy vagy a gerincagy razkddasos vagy
behatold sériilésével kapcsolatos sérillések kezelésére
alkalmas, adott esetben egy neurotrof faktort is tartal-
mazé gyogyszerkészitmény elballitaséara.

2. Az 1. igénypont szerinti alkalmazas kolinergias
neuronfunkcié fokozasara alkalmas gyodgyszerkészit-
mény eldallitasara.

3. Az 1. igénypont szerinti olyan (lll) ltalanos kép-
letli vegyllet alkalmazasa, amelynek a képletében

21 és 72 jelentése hidrogénatom (ili-1 jelli vegyiilet)

vagy

21 és Z2 jelentése oxigénatom (l1i-2 jeli vegyiilet);
érzékelési neuron, mégpedig hatsé gydki ganglionneu-
ron funkciéjanak fokozasara alkalmas gydgyszerké-
szitmény eldallitasara.

4. Az 1. igénypont szerinti alkaimazas neurotrof
faktort is tartalmazé gydgyszerkészitmény elballita-
sara.
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5. A 3. igénypont szerinti alkalmazas neurotrof fak-
tort is tartalmazé gyogyszerkészitmény eldallitasara.

6. A 4. vagy 5. igénypont szerinti alkalmazas neu-
rotrofinek csaladjaba tartozé neurotréf faktort is tartal-
mazo gyogyszerkészitmény elballitasara.

7. A 6. igénypont szerinti alkalmazas neurotrofinek
csaladjaba tartozé idegnovekedési faktort (NGF) is tar-
talmazé gyogyszerkészitmény elallitasara.

8. Az 1. igénypont szerinti olyan (lll) vagy (IV) alta-
lanos képletli vegyiilet alkalmazasara, amelynek kép-
letében

Z' és Z2 jelentése hidrogénatom (lII-1 jelli vegyu-

let); vagy

2", 72 és R? jelentése hidrogénatom (IV-1 jelG ve-

gyulet)
corpus striatum neuronfunkci6janak fokozasara alkal-
mas gyogyszerkészitmény elfallitasara.

9. A 2., 7. vagy 8. igénypont szerinti alkalmazas
Huntington-kér kezelésére alkalmas gyégyszerkészit-
mény eléallitasara.

10. (IV) altalanos képletl vegylilet, a képletben

R1, R2, R4, Z1 és Z2 jelentése hidrogénatom, R3 je-

lentése —-CH,CH=CH, képletii csoport (IV-1 jeli
vegyllet); vagy

10

15

20

1"

R? jelentése brématom, R2, R3, R4, Z' és Z2 jelen-

tése hidrogénatom (IV-2 jell vegyiilet),
R1, R2, 71 és Z2 jelentése hidrogénatom és R3 és
R4 jelentése —CH,CH=CH, képletli csoport
(IV-3 jell vegyulet); vagy

R1, R2, RS, Z! és Z2 jelentése hidrogénatom és R4
jelentése —CH,CH=CH, képleti csoport
(IV-4 jell vegylilet).

11. Gyégyszerkészitmény, amely egy 10. igénypont
szerinti (IV) altalanos képletli vegyuletet, tovabba adott
esetben egy neurotr6f faktort tartalmaz gyégyéaszati se-
gédanyagokkal és/vagy adalék anyagokkal dsszeke-
verve.

12. A 11. igénypont szerinti gyogyszerkészitmeény,
emléséknél neuronfunkcid, mégpedig érzékelési, koli-
nergias vagy corpusstriatumneuron-funkcié fokozasa-
ra, tovabba Alzheimer-kér, motorosneuron-megbete-
gedés, agyérrendszeri betegség, AlDS-szel kapcsola-
tos elmebaj, epilepszia, Huntington-kér és az agy vagy
a gerincagy razkodasos vagy behatold sérillésével
kapcsolatos sérillések kezelésére, amely gyogyszer-
készitmény adott esetben egy neurotrdf faktort is tar-
talmaz.
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