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A taldlmény tdrgya eljdrés tumorellenes gyd-
gvészati készitmények el6dllitisdra, amely él-
taldban sérult informdcidji sejtek regeneré-
cidjat biztositja,
A taldlmAny szerinti gydgydszati készit-
mények hatdanyagai (I) &ltalénos képletd ve-
gytletek, A képletben
R hossztldncy, telitett, vagy legalabb
egy telitetlen kotést tartalmazo, 12-
-20 szénatomos alifés szénhidrogén-
gyok, - .
Ri hidrogénatom, vagy hosszuldncu, te-
litett, vagy legaldbb egy telitetlen
kotést tartalmazéd, 12-20 szénatomos
alifds acilgyok,
X oxigénatom, és
Y hidrogénatom, vagy
X és Y egyuttesen =N-CH2-CHz-csoportot al-
kot,
z értéke 1-5, és
q értéke 1-4.
XY
(.
R-C-C-(CqﬂquH):-Rx (I)
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A talalmdny tirgya eljards tumorcllenes gyd-
gyészati készitmények eldallitdsdra, amely al-
taldban séralt informicidéji sejtek regeners-
cidjat biztositja.

A talalmdny szerinti gyogyaszati készit-
mények hatdanyagai I 4ltaldnos képletl ve-
gyuletek, ahol
R, R, X, Y, q és z a késdbbiekben megadott.

Ezen I Altaldnos képletl vegylletek az
irodalombdl tulnyomorészt ismertek. tgy pél-
daul Przlem. Chem., 46 (8), 479-481 (1967)
cikke N,N'-[etilénbisz(imino-etilén))bisz-9,11~
-oktadekadienodtot ismertet, mint kationos
felUletaktiv szert. A 3 337 459 sz. USA sza-
badalmi leirds N,N’-[iminobisz(etilén-imino-
-etilén)]bisz(10-oktadecénamid kendanyagként
torténd felhaszndlasat irja le. A 929 397 az.
nagy-britanniai szabadalmi leirds N-{2-[2-
-(heptadecenil)~2-imidazolin-1-il]-etil}-ole~
amidot ismertet, poliepoxid-bitumen alkotdré-
szeként. A J. Chem. Res. Synop., 1981 (3) 84-
-5 cikke, valamint a 2 546 180 sz. DE-0S N-
-{2-[2-(8-heptadecenil)-4,5-dihidro-1H-imida-
zol-1-{letil}-9-cktadecén-amidot ismertet,
mégpedig annak reakcidit, illetve Asvanyflo-
tilasnal tdrténd felhasznélasdt. A 3 193 454
8z. USA szabadalmi leirds szerint az 1,1'-
~{imino-dietilén)-bisz[2-(8-heptadecenil)]-2-
-imidazolin festékbevonatok alkotdrésze.

Sehol nem talilhaté azonban utalds ezen
vegylletek barmely gydgydszati hatasara.

Az elmult kozel 100 év alapvetd valto-
zast hozott létre az emberi kdrnyezetben, el-
sdsorban a kemizicié rohamos térhéditdsa ré-
vén. Sajnos ez a fejlddés igen kedvezdtlen
jelenségeket is elinditott, melyek kozul egyik
a rakos megbetegedések szamédnak rohamos
emelkedése.

A rékkutatds jelen pillanatban egyike a
legtigabb és anyagilag és szellemileg legin-
kébb dotlt kutatdsi tertleteknek. Az alap-
kutatdsok mellett természetesen szdmos ki-
sérlet tdrtént a tumoros megbetegedések bi-
zonyos fajtdinak terdpids kezelésére. Szémos
esetben alkalmaznak sebészi beavatkozést, és
emellett egyéb terépids kezelést, mely lehet
besugarzasos, kemoterapids, stb. Ezen eddigi
eljérésok, illetve az irodalombél ismert kemo-
terdpids modszerek kozds jellemzdje, hogy
bizonyos specidlis tumorfajtik esetén hoznak
bizonyos eredményt. Ezideig éltaldnos mdd-
szert, mely altaldban véve tumoros sejtek
regeneracidjdhoz vezet, nem sikertlt taldlni.

A tudomény mai 4lldsa szerint tumoros
megbetegedések lényegében akkor gydgyit-
haték, ha azokat egészen kezdeti stidiumban
észlelik. Tekintettel a korai stidium nehéz
felismerésére, a tumoros betegségek a mai
napig a legnehezebben gydgyithatd betegsé-
gek kozé tartoznak., Altaldban a betegségek
tineti kezelése tdrténik, mely esetben azon-
ban a gyégyitisra mér kevés remény wvan.
Feltétlentl szikség van ezért olyan készit-

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ményre, mely egyrészt a tumoros megbetege- }

dések fellépésének megelozésére is szolgél-

hat, masrészt kifejlett betegség esetén is
megfeleld gyogyitd hatdst biztosit.

Ezért a talalmény célkitiizése olyan ké-
szitmény, mely mind tumoros megbetegedések
fellépésének megel6zésére, mind a fellépd be-
tegségek lekGzdésére alkalmas.

A taldlmény alapja az a felismerés, hogy
a riakos folyamatok beindulésdnak oka a sej-
tek kozdtti korrekt informdciés és/vagy
anyagédramldsi lanc meghibdsodisa., Egészsé-
ges szervezetben a sejtek kozott Allandd
kommunikécié lép fel. A szervezetben jelent-
kezd malignus folyamatok annak eredményel,
hogy a sejtek kazdtti kommunikécids csator-
nék hidnya miatt a sejtek nem vesznek tudo-
mast egymasroél, elvesztik egymdssal vald
kapcsolatukat, és sajat belsd informacidjuk
szerint osztddni kezdenek. Az osztédds kéros
mértékli és ez vezet a sejtburjanzashoz.
A rosszindulatu folyamatok sordn elszaporo-
dott sejteket nem pusztitani kell, hanem a
kozottuk lehetséges kapcsolatot kell visszaal-
litani. A tumorsejtek szdvetszerkezetének
nem kdros szdvetszerkezetté vald visszadlli-
tdsénak egyedili mddja, ha a sejtek egymds
kazatti kommunikacidjat helyreéllitjuk.
A réksejtek falain vélhetden fehérjeburok
képzddik, mely learnyékolja a sejteket és a
sejtek kozdtti kommunikacids csatorndk kép-
telenek a mukddésre. Ezért vizsgdlataink so~
rén olyan anyagot kerestink, mely megbont-
ja a fehérjeburkot, ezaltal a sejtek kdzdtti
kommunikaciés csatorndk létrejonnek, és a
raksejt megszinik transzformalt sejt lenni.

A fenti celkitlizés megoldésara olyan
gydgyaszati készitményt dolgoztunk ki, mely-
nek hatdanyaga I Altaldnos képletl vegyulet.

X Y

N
R - C - N (CqH2qNH)z -~ Ri, (1)
ahol a fenti képletben
R hosszuléncu, telitett, vagy legalabb
egy telitetlen kotést tartalmazd 12-
-20 szénatomos alifds szénhidrogén-
gyodk, .
hidrogénatom vagy hosszulénct teli-
tett vagy legalabb egy telitetlen ko~
tést tartalmazé 12-20 szénatomos ali-
fés acilgyok,
oxigénatom, és
hidrogénatom, vagy
egyuttesen =N-CH2-CHz-csoportot al-
kot,
értéke 1-5, és
értéke 1-4.

R1

Ea a1

o0 8

Mint lathatd, a fenti vegyiletek egye-
neslancy polimer amino-vegyiletek, illetve
ezek tautomerjei, abban az esetben, ha X és
Y egylttesen =N-CHz-CHz-csoportot alkot,
azaz a vegyuleten belul dihidro-imidazolgy(-
ri jdn létre.
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A fentiekben haszndlt hosszilanci alifas
szénhidrogéncsoport 12-20 szénatomot és
adott esetben legalabb egy kettdskotést tar-
talmaz. A nyiltldnct vegyletekben, azaz,
ahol X oxigénatom, a hosszuldncu alifds acil-
csoport célszerlen a sztearinsavbél, olajsav-
bél vagy linolsavbdl vezethetd le.

A taldlmdny szerinti gydgyészati készit-
ményekben béarmely I Altaldnos képleth ve-

vagy tobb elegye egyardnt alkalmazhatd ha-
tdanyagként., Ugyancsak a hatdanyagok koré-
be tartoznak az I Altaldnos keépleten kaldon
nem feltintetett, de a sztereokémiai megfon-
tolasokbdl természetesen létezd szerkezetl
izomerek is.

Mint emlitettuk, az I Altaldnos képletii
vegyilletek részben ismertek, vagy dnmaguk-
ban ismert mddszerekkel, példaul a kovetke-

gyulet, illetve azok kozul legaldbb kettd 10 26 reakcidkkal allithatok eld:
Altalénos reakciosémék az eldéllitdsra (példédk):
I. R-COOH + H2N~CH2-CHz-NH-CH-CH2-NH2 ——>
zsirsav poliamin
~——> R-CO-NH-CH2-CHz-NH-CHz-CH>-NH2 + H20
amidopoliamin
: g
Vi HzT-N-Cl-lz R-C CH2 + 2H0
II. R-C + | N
N H-IT-CHz —_— bll
oH CHz-CH2-NH2 CHz-CHz-NH2
zsirsav poliamin imidazolin-
szarmazék
Megjegyzendd, hogy vizes kozegben A fentiekbdl kdvetkezden értelemszertien

egyensuly jon létre a nyilt linct és a tauto-
mer gylrls forma kdzdtt.

A taldlmany szerinti gydgyédszati készit-
ményeket a gydgyszerek formélésara altala-
nosan alkalmazott eljirdsokkal Allithatjuk eld,
oly médon, hogy egy vagy tdbb I &ltaldnos
képletl vegyiletet legalabb egy gyogyaszati-
lag elfogadott hordozdéanyaggal keverink.

A taldlminy szerinti gydgyaszati készit-
mények célszerten intravéndsan adagolhatdk,
torténhet azonban a kezelés oralis adagolas-
sal, vagy kulondsen célszerlen inhaldldssal
is. Ez utdbbi célra a taldlmédny szerinti ve-
gylletet vagy tdbb vegyulet keverékének,
vagy ezek inhalédciés készitménye alakjanak
gozét lélegeztetjuk be a kezelendd személy-
lyel. Az inhalacids kezelés esetén a goztér-
ben azonban adott esetben nemcsak az I &l-
talanos képletd hatdanyag, illetve hatéanya-~
gok gazfdzisa van jelen, hanem bizonyos
bomléstermékek is. Ezen bomlistermékek az
NR'R'R" és H:eN—[(CRR'y -NH)]-H &ltalé-
nos képlettel rendelkeznek,

ahol )

R hidrogénatom, rovidszénlénct al-
kilcsoport vagy -(CH2)a-OH -:so-
port, és

R' és R” hidrogénatom vagy roévidszénlén-

cu alkilcsoport.
Ugyancsak jelen lehet bomlastermékként
formaldehid is.
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a taldlmény szerinti gydgydszati készitmény
elnevezés magaban foglalja az olyan készit-
ményeket is, melyekben I altaldnos képletd
vegyuletek és azok bomldstermékei egyarant
hatéanyagként vannak jelen.

A talélmény szerinti hatdanyagok, illetve
készitmények a tumoros sejteket és egészsé-
ges sejteket egymas kozdtti kommunikacidra
késztetik, melynek kovetkeztében a sejtek
ujra tudomést szereznek kdérnyezetukrdl, a
tovdbbi sejtburjdnzids megéll, és a szervezet
immunrendszere mikodésbe lép, a felesleges-
sé valt, immdr nem tumoros sejteket a gzer-
vezet kuldnféle védekezd mechanizmusai ré-
vén elpusztitja. A taldlmdny szerinti I Alta-
lanos képletdi hatdanyagok keveréke kiildns-
sen eldnydsnek bizonyult kisérleteink soran
a sejtek kozotti informacids és/vagy anyag-
aramldsi csatorndk sejtek kozdtti regenerdla-
sara illetve létrehozéséra, amely mind in vi-
vo, mind in vitro tdrténhet, és ennek sordn
a taldlmany szerinti hatdanyagot illetve ké-
szitményt, célszerlien a fenti keverédket a
véraramon, nyirokrendszeren keresztil, ora-
lisan és/vagy inhaldcids technikaval adagol-
juk.

A taldlmény szerinti I éltalénos képleti
vegyuletek és azok keverékeinek tumorelle-
nes hatédsat allatkisérletekben, klinikai vizs-
gélatokban, in vitro szévettenyészetekben,
tobbek kdzdtt leukémia  virust termels
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transzformilt scjtvonalon vizsgaltuk. Ezen
vizsgalatok sordn megéllapitottuk, hogy
transzformélt és malignus proliferacidoju sejt-
vonalak a taldlmény szerinti készitményekkel
10-%-10% nagysdgrendd higitdsban kontakt-
gatlasba hozhatdk, ugyanakkor a nem malig-
nus vonalakat a készitmény osztddasukban
nem befolydsolja. Egereken végzett allatki-
sérletek soridn megéllapitottuk, hogy a tu-
morgatldshoz szikséges dozis 100 ug/test-
stlykilogrammnél kisebb. Klinikai vizsgédlatok
kezdeti stddiumdban megallapithatd, hogy az
ugyancsak altalunk kidolgozott és a T/38443
sz. nyilvdnosségrahozott magyar szabadalmi
bejelentésben leirt diagnosztikai eljarassal
vizsgdlva néhidny hetes inhaldlassal vagy
intravénds adagoléssal tdrténd kezelés utdn a
tumoros &llapot jelentds regeneracidja figyel-
hetd meg.

A fenti higitdsi tartomdnyokban a taldl-
many szerinti készitmények egyaltaldin nem
toxikusak; LDso-értékiik  Allatkisérietekben
orélisan adagolva 15 mg/kg, tumorba adagol-
va 17 mg/kg, mig szdvettenyészetekben a
toxicitdsi hatdr <5 x 104 higitas.

Vizsgélataink sordn megéllapitottuk,
hogy a taldlmédny szerinti készitmények fel-
tétlenal tumorellenes hatdssal rendelkeznek.
igy a taldlmdny szerinti készitmények éltald-

Ci7Ha1-CO-NH-(CH2-CHz-NH)4-CO~-CuiHan1
CnHu—CO—NH—(CHz—CHz—NH)q—CO-—CnIim
Crﬁin—CO—NH-(CHz—CHz—NH)4—CO-C11g:n
Cuc;m—CO-NH-( CH2-CH2>-NH )3-00—011331
C;;JL-CO'NH-( CHz—CHz—NH)a—CO-Cul};ha
CL'I:II)-XM-CO-NH-(CHT-CHz—NH)a—CO—Cuzln

H:C — N
| n
H2C C—W
N/
N

(CH2-CHz-NH)-CO-2

Ha ¢ — N
" -
HaC C—W
\ 7
N

|
(CHz-CH2z-NH)-2C0-Z

C17H31-CO-NH-(CH2-CH2-NH )3-H
L
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ban véve alkalmasak tumoros megbetegedések
kezelésére, illetve tumoros sejtek és szdve-
tek regenerédldsdra. E készitmények nemcsak
onmagukban alkalmasak terdpids kezelésre,
hanem igen hasznos kiegészitdi mds techni-
kdknak, példaul sebészeti beavatkozdsoknak.

Példa

1 mél Cis bontott zsirsav keveréket
négynyakl, keverdvel elltott lombikba mé~
rank, 60 °C homérsékletre melegitjuk, és
gyors keverés mellett 1,1 mdl amin-keveréket
adunk hozzA (etilén-diamin, dietilén-triamin
és trietilén-tetramin elegye, dietilén-triamin
és trietilén-tetramin moélardnya: 1 : 2). A re-
akcié sordn a hdémérséklet 85-90 °C hdmér-
sékletre emelkedik. Az elegyet nitrogénaram-
ban § °C/perc sebességgel 165-170 ©°C-ra
melegitjuk, melynek sorédn 140 °C-on megkez-
dddik a vizkilépés, A vizet kondenzéltatjuk
és meérjuk. Ezutdn az elegyet rdvid ideig
200 °C-ra melegitjuk, majd lehatjuk.

A fenti eljdréssal az alabbi vegytleteket
allitottuk eld, és azokat tdmegspektrometrids
és NMR spektrometrids médszerrel azonositot-
tuk:

M*: m/z = 713
Mt : m/z = 715

M*: m/z = 717

M* : m/z = 670
M*: m/z = 672
M*: m/z = 674
M*: m/z (W, 2)
695 (L, L)
697 (L, O)
699 (0, 0)
M*: m/z (W, L)
652 (L, L)
654 (L, 0)
6356 (o, 0)
M* : m/z = 408

wm
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HC ~— N
| i

HaC C—Ww
\/

|
(CHz-CH>-NH)-2H

C17H33-CO-NH-(CH2-CH2-NH )3-H

Hz2C —N
| ]
H2C C— W
/
/
N

I
CH2-CH2-NH~-CO-2

ahol W jelentése R, Z jelentése Ri szén-
hidrogén-részének jelentésével azonos.

Az NMR (H, 13C és I5N) spektroszkdpia
igazolta a fenti szerkezeteket,.

A fenti vegyuleteket, illetve azok ele-
gyét {a tovébbiakban: CDM) az alabbi biold~
giai vizsgalatokban teszteltuk:

- az anyag bioldgiailag hatékony higi-
tds-tartoményidnak meghatdrozidsa. Az alkal-
mazott dézisokat higitdsi egységekben adjuk
meg;

- a CDM in vitro toxicitdsdnak és a CDM
hatas reverzibilitdsdnak vizsgélata.

A kisérletek sorin az alabb felsorolt
anyagokat és mddszereket alkalmaztuk:

Sejtvonalak. Normal szdveti eredetl sejtvo-
nalak: McCoy: synovialis eredetl humén mo-
nolayer vonal, BHK: Ujsztldtt horcsdg vese
eredetll fibroblaszt tipusi monolayer vonal,
BHK-B és BHK-Tubingen valtozatokban, HAK:
felndtt horcsdg vese eredetli monolayer vo-
nal, MRC-5: humén embrionélis tudd eredetil
monolayer vonal. Tumor eredetli sejtvonalak:
LLC: egérben in vivo is fenntarthaté humén
bronchialis carcinoma eredetl monolayer vo-
nal, 70-80% epitheloid jellegl sejtet tartal~
maz, HeLa-S3: humén cervicalis carcinoma
eredetd vonal kldnja, K562: erythroid leuké-
mia eredetl szuszpenzids vonal, SP2: egér
myeloid leukémia eredetl szuszpenziés kldn,
P388: egér lymphoid leukémia eredetl szusz-
penziés vonal, L-1210: egér lymphoid leuké-
mia eredetd, ascitesben is fenntarthaté vo-
nal,

Sejttenyészetek. A sejtvonalakat Minimum
Essential Mediumban (MEM) tartottuk fenn
10% magzati borjusavé (fetal calf serum =
= FCS) jelenlétében (Flow Laboratories Ltd).
A bakteridlis fertdzések elkerilésére 50 ug/-
ml mennyiségl gentamycint alkalmaztunk
(SERVA). A tenyészetek fenntartasat 25 cmZ-
-es Falcon tipusu muianyag szdvettenyésztd
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Mt : m/z A
390 L
392 (o]

M* : m/z = 410

M* : m/z (W, 2)
609 (L, L)
611 (L, 0)
613 (o, 0)
edényekben végeztik (NUNC v. Greiner wv.

Costar) 10 ml térfogatban. A monolayer kul-
turakat 0,05% tripszinnel passzéltuk, a
szuszpenzids kulturdkat higitdssal. A CDM
teszteléséhez 24-edényes  szdvettenyésztd
.multiplate "-eket hasznéltunk 1 ml/well (= 2
cm?) mediummal. A tenyészeteket 37 °C-on
ndvesztettik 5% COz tartalmi atmoszféraban,
melynek vizgdzzel vald telitésérdl folyamato~
san gondoskodtunk (rel. humiditds: 75-80%).
A logfazisy sejteket a kontakt gatldst (v.
ndvekedési platét) mutatd kulturdk tizszeres
higitdsdval nyertuk. A kontakt gatlds &llapo-
tat monolayer kulturdk esetén a mikroszké-
pos megfigyelés szerinti konfluens A&llapot
kialakulasdt kovetd napra tettuk, ezeket
hasznAltuk fel B-tipusu kisérleteinkhez.

A CDM higitdsa: A CDM-et szérummentes
MEM-ben higitottuk a kivdnt mennyiségre,
1000~-szeresen higitott térzsoldatbdl kiindul-
va. Az emulzié finom diszperzitésit hosszas,
intenziv kevertetéssel biztositottuk Vortex
mixer segitségével. Az adott higitdsu emul-
ziokat a sejttenyészeteken vald alkalmazés
eldtt ujra gondosan homogenizaltuk.

Sejtszdm meghatdrozdst Birker-féle sejtsza-
mold kamréban végeztink, valamint a citoflu-
orimetrids mérések esetén automatikusan a
Cytofluorograph mérési értékeit fogadtuk el.

Flow ~ mikrofluorimetrids mérések: A sejteket
tripszinizaldst kovetden centrifugiltuk, majd
50 ug/ml propidium-jodidot tartalmazd izotd-
nids trinatrium-citrét-oldatban jég kozott 30
percig festettik., A sejtek mérését Cytoflu-
orograph-ban végeztuk (Bio/Physics Inc.)
488 nm-en mikddtetett Ar ion gazlézerrel,
A propidium-jodid-DNS komplex fluoreszcen-
cidjit 600 nm felett detektdltuk. A készulék-
be épitett elektronikus differencial diszkri-
mindtor segitségével nem vettik tekintetbe
azokat a sejteket, melyek DNS tartalma a
.diploid* DNS tartalomnél alacsonyabbat my-
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tatott, mivel ezen sejtek feltehetden mér
hosszli idével a mérés megkezdése eldtt el-
pusztultak.

Viabilitdis meghatdrozds: A sejteket tripszini-
zalds utdn 0,05% trypan kék festéket tartal-
mazd MEM-be tettuk, és 5 perccel a festés
megkezdése utdn fénymikroszképban szédmol-
tuk az él6 (a trypan kéket kizdrd) és az el-
pusztult (megkékuld) sejteket.

Reverzibilitds meghatdrozds: A kialtetett sej-
teket 24 oran keresztil kezeltuk CDM-mel.
Ekkor a parhuzamosok egy részét eltdvolitot-
tuk, analizdltuk, mig mas részét tovdbb nod-
vesztettik friss, CDM-met nem tartalmazé
komplett médiumban., A sejteket tovabbi 24
ora elteltével eltdvolitottuk és analizaltuk.

EREDMENYEK, ERTEKELES

A CDM vizsgélatdt eldszor log-féazisban
levd tenyészeteken végeztik. Széles higitasi
tartomanyban kerestik meg a tovabbi vizs-
galatokhoz hasznalhaté optimédlis dozistar-
tomdnyt SP2 sejtvonalon tdrtént méréssel
(1. dbra). Az itt szerzett tapasztalatok alap-
jan az 5 x 10%-107-szeres higitasi tartomény-
ban dolgoztunk a tovabbiakban.

A felvett ndvekedési gdérbék mddosulasai
alapjan tesztrendszereink tdbb csoportba so-
rolhatdk:

- a CDM 15 x 10%t-szeres higitdsban a
teszt 24, 6réjara elpusztitja a rendszer sejt-
jeit (K-562, MRC-5, BHK~B, McCoy, HAK; Sp2).

- A CDM 15 x 10%szeres higitdsban a
rendszer sejtjeit a teszt 48. ordjara pusztit-
ja el (P-388, L-1210, BHK-Tub).

- Toxikus hatés a vizsgalt tartoményban
nem tapasztalhaté (Hela, LLC). Ez utobbi két
sejtvonal esetében a CDM bizonyos koncent-
réciéi a log-fazisi populécidk sejtszaporoda-
sat serkentették.

A CDM kontakt gatlas éllapotéban levd
" kultGrakra kifejtett hatésdt két széridban
mértik. Ezek alapjan megallapithatd, hogy a
CDM 105 feletti higitdsok alkalmazésa esetén
revertdlhatd hatdsu, mig 104 alatti higitdso-
kat alkalmazva géatldsa irreverzibilisnek ta-
nik.

A tenyészetek 72. drajéban felvett do~
zis-hatés gorbék alapjdn a goérbék egy része
folytonos lefutdst mutat (BHK-B, BHK-Tub.,
HAK, L-1210), mig més részik lokalis mini-
mum hellyel rendelkezik (SP2, McCoy, LLC,
HeLa, MRC-5, P-388)., A fenti lokalis minimum
helyek tdbbsége a 105-108-szoros higitési
tartomanyba esik.

Viabilitds vizsgalatokat négy sejtvonalon
végeztiink (LLC, McCoy, HeLa, BHK-Tub) az
5 x 103-10% higitasi tartoményban. 10%-szeres
és ennél kisebb higitdsokban a CDM 100%-os
toxicitast mutat. Az in vitro mért LDso-érték
a 10% és 5 x 10%-szeres higitasok kozé esik.

10

15

20

30

40

60

10

Tovabbi in vitro kisérletekben leukémia
virust termeld QL transzformalt sejtvonalat
valasztottuk a CDM hatdsénak vizsgélatéara.
[Nagy, K.: Chester Beatty Seminars (London),
1983.]

Az erdsen lugos kémhatasu CDM anyagot
nem kdzvetleniill adagoltuk, hanem eldszdr di-
metil-szulfoxidban (DMSO, Reanal) oldottuk,
majd ennek higitasait alkalmaztuk.

Sejtkulttira: QL transzformalt farj-fib-
roblaszt sejtvonal (1. dbra), amely permanen-
sen termeli a fokozottan onkogén MC29/L
leukémiai virus varianst. A sejteket Falcon
tipusii mianyag tenyésztéedényekben tartot-
tuk fenn, és szaporitottuk. Tépfolyadéknak
10% triptdz-foszfattal, 5% fetal borju szé-
rummal, 1% csirke szérummal kiegészitett
Parker 199 médiumot hasznaltunk. A tenyész-
téedényeket 37 °C-on inkubéltuk 5% COz at-
moszféra mellett. A sejtkultirakat Altaldban
kétnaponként tripszinizaldssal passzdltuk.

Sejtszam-meghatdrozas:

A tenyésztdedényekben levd teljes sejt-

mennyiségb8l tripszinnel sejtszuszpenziot
készitettink, majd a sejtkoncentréciét La-
borscal (Labor MIM) elektromos sejtszémlalo-
val, esetenként Buerker-kamraval hataroztuk
meg.
Viabilitds: A sejtszém meghatédrozdsdnal csak
a bioldogiailag ép, él6 sejteket vettuk figye-
lembe, ezek ardnyat a tripin-kék kiszoritds
alapjan &llapitottuk meg.

3H-timidin beépiilés meghatdrozasa:

A sejtek DNS szintézise intenzitdsénak
megallapitdséhoz a  sejtkultirdkhoz (108
sejt/edény) a CDM kezelést kovetden 50 uCi
(0,2 ml) radioaktiv timidin nukleozidot ad-
tunk (Thymidine (6-3H, Chemopol., Csehszlo-
vakia). A feltintetett idépontokban a sejt-
szuszpenziot tdpfolyadékban mostuk, és
centrifugalas utén (2000 rpm, 5 min., +4 °C)
5 ml hideg 5%-os trikldr-ecetsavval precipi-
taltuk és Millipore filterre gyujtottik.
A mintdk radicaktivitasat scintillciés szémlé-
léval (Packard Tricarb) mértak.

Reverz transzkriptdz assay:

A QL sejtek tapfolyadékédban az MC 29/L
virus jelenlétét és relativ titerét a csak az
RNS tartalmi daganatvirusokra jellemzd en-
zim aktivitdsdnak mérésével hatdroztuk meg.
A tapfolyadékot centrifugalassal (10 000 g,
30 min, +4 °C) tisztitottuk meg a sejttdrme-
1éktdl, majd a virusokat ultracentrifugéldssal
(100 000 g, 90 min, +4 °C) koncentraltuk
(MSE 65 Super Speed, U.K.) Az uledéket 0,01
M Trisz-HCl pH = 7,5, 0,1 M NaCl és 0,001 M
EDTA pufferben reszuszpendéltuk. A reakciot
az Acta Microbiol. 25, 142 (1978) cikkében le-
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irtak (7) szerint végeztitk el. Rdviden: a TKD
puffert, MnCl>-t, Triton-x100-at és timidin
trifoszfatot tartalmazé reakcidelegyet poli-
(rA)(dThz templét primerrel inkubdltuk a vi-
rus jelenlétében. A szlrdkorongra TCA-val
kicsapott szintetizdlddott DNS radioaktivitdsat
scintillacids szémléléval hatdroztuk meg.

Immunfluoreszcencia: A sejtek védzat - a
citoszkeletont - felépitd actin filamentumok
épségét, ill. megvaltozésdt a normédlis, a
transzformalt és a CDM-mel kezelt sejtekben
indirekt immunfluoreszcencidval mutattuk ki.
A sejteket vékony, kor alakd feddlemezre
novesztettitk, majd anti-aktin nyul szérummal
inkubéltuk 37 °C-on, 40 percig. Alapos mosés
utdn a mintdk egy részét mdsodik antitest-
ként fluoreszceinnel, més részét rodaminnal
konjugdlt anti-nyul kecskeszérummal inku-
béltuk az eldz8khéz hasonlé médon. A méso-
dik antitest konjugdcié utdn a mintdkat flu-
oreszcens mikroszkoppal ultraibolya fényben
vizsgaltuk.

Torxicitdsi vizsgalat:

Tenyésztdedényben lévo 105 szamu, két-
napos QL fibroblaszt sejtkultirékat kezel-
tink egyidoben DMSO-ban oldott CDM kalén-
bozé koncentracidival. Az egyes edényekhez
1 ml térfogatban adtuk hozzi a vegyilet hi-
gitdsait. 48 o6ra mulva sejtszémoldst végez-
tink, ill. megéllapitottuk a sejtek viabilitd-
sat. A toxicitdsi vizsgélat (2. abra) azt mu-
tatja, hogy a CDM 103, 10% és 105 higitdsai
erbsen toxikusak, mivel jelentdsen csdkken-
tették az 616 QL sejtek szamat, ill. viabilita-
sukat. Még a 106 higitds alkalmazasa utén is
sejtszém csdkkenést kaptunk, habir ez nem
volt jelentdés. Lényegesen nem csékkent a
sejtszam és a viabilitds 107 és e feletti higi-
tasokndl, tehét ezek tekinthetdk a biztosan
nem toxikus dozisoknak QL sejtek esetében.

Proliferacié-gétlas

Vizsgaltuk a CDM hatdsdt a gyorsan
proliferalodd, transzformélt QL sejtek szapo-
rodési kinetikdjara. A kezeletlen sejtek
széma masodnaponként megkétszerezddott.
A CDM kilonbdzd koncentricidi erdsen befo-
lyasoltak a sejtszaporodast. A 107 higitds a
szaporodas-kinetikai gorbe jellegét nem val-
toztatta meg, de a kezeletlen sejtekhez ké-
pest azonos sejtszdm csak késdbbi iddben
keletkezett. Erdekes a 106 higitds hatasa.
A sejtek lényegesen lassabban kezdtek osz-
tddni, de ez az intenzitds allandé volt, a
6. naptdl kezdve pedig fokozddott, és a 8.
napon megkdzelitette az eldzé6 higitasnal ka-
pott értéket. Ehhez képest teljesen ellenkezd
hatast valtott ki a 105 higitas adagolasa. Itt
is elébb lassu szaporodds indult meg, de ez
mér a 4. napon megtorpant és a sejtszam et-
tdl kezdve csdkkent. A 10 higitasnal az
elobbi jelenség mar a mésodik napon beko-
vetkezett.
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A DNS szintézis intenzitasa

A DNS szintézis intenzitdsdt a kezeletlen
és kezelt sejtekben egy radiocaktiv nukleo-
zidnak, a timidinnek - az osztédd sejtekbe
vald beépulésével mértuk, Egyre fokozddé
beépiilést tapasztaltunk a kezeletlen sejtek-
nél. A beépilés intenzitdsdnak novekedése
csak az 5-6. napon mérsékiddott. A 107 higi-
tdsnal véltozé mértékd, hol ndovekedd, hol
csdkkend beépulést észleltunk, ami azonban
végeredményben lassu ndvekedést mutatott.
A 108 higitds a DNS szintézis intenzitdsit ki-
sebb mértékben, a 10% higitds igen jelentds
mértékben csdkkentette a QL sejtekben.

Reverz transzkriptaz assay

A CDM-nek a sejtosztédasra, a DNS
szintézis intenzitasira valé hatésa mellett azt
is vizsgaltuk, hogyan befolyasolja a vegyulet
a QL sejtek Altal termelt daganatvirusok sza-~
porodésat. A megjeldlt napokon a sejtkulti-
rak tdpfolyadékaibdl mintdkat vettiink és a
daganatvirusokra jellemzd reverz transzkrip-
tdz enzim aktivitdsat mértik. A CDM 107 hi-
gitdsa csdkkentette ugyan az enzimaktivitas-
sal ardnyos viruskoncentriciét a kezeletlen
sejtekhez képest, de az adott iddpontokban
mért értékek emelkedd tendencidt mutattak.
Alacsony kezdeti szintrdl a 105 higitds eseté-
ben is névekedés indult meg, de ez a 6. na-
pon (a 3. mérési sorozatban) visszaesett, s
erdsen . csdkkent viruskoncentréciét eredmé-
nyezett. A 105 higitds a virusszaporodast
teljesen meggétolta, a 6., 8. napokon nem
kaptunk enzimaktivitast.

A citoszkeleton aktin filamentumainak
véltozdsa

A magasabbrendl sejtek vaza a citosz-
keleton, amely a sejtek citoplazmajaban 1évd
fehérjefonalak komplex halézata. F& alkotd
elemeik az actin-filamentumok, ezek jelenlé~
tét, ill. valtozdsait vizsgdltuk normalis és
daganatvirussal transzformdlt, ill. CDM-mel
kezelt fibroblaszt sejtekben. A normaélis fib-
roblasztokban erdteljes, rendezett kétegeket
alkoto, a citoplazma teljes egészére kiterjedd
hatdrozott aktin kotegeket figyelhetank meg.
A daganatvirussal transzformalt sejtek egész
morfolégiai megjelenése kilénbdzik a normé-
listdl. Bennuk az aktin filamentumok felrosto-
zddtak, csomdkban, rendszertelenil, irdnyult-
s4g nélkil helyezkednek el, a citoplazma egy
részén taldlhatdk, vagy sok helyen nem is
ismerhetdk fel. A CDM kezelés utdn a sejtek
ismét hatdrozott morfoldgiai megjelenédaiek,
nytulvinyokkal rendelkeznek, és a kordbban
csomokka toredezett aktin részecskék fila-
mentumokka rendezddnek. Ezek irdnyultsdga
azonban még nem olyan erdteljes, mint a
normélis sejtekben. Lényegében hasonlé fo-
lyamat figyelhetd meg, ha fluoreszcein he-
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lyett rhodaminnal festettilk meg a citoszkele-
ton filamentumait a teljesebb demonstridlhaté-
ség kedvéért.

A CDM gydgyaszati hatasat Németh-Kell-
ner lymphoma (NKL) tizszeres higitdsi soro-
zataval fertdzott svajci fehéregereken vizs-
galtuk. Az egereket az NKL higitésaval és
ezzel egyidejileg a CDM-mel oltottuk be. Az
dllatokat a kisérlet folyamédn még tovabbi ot
alkalommal kezeltik a CDM anyaggal. A kont-
rollcsoport az NKL higitdsi sorat kapta,
azonban més kezelést nem végeztunk.

A CDM-mel kezelt, és kontrollédllatok at-
lagsulyAt a kisérlet sordn 6 alkalommal ha-
sonlitottuk &ssze. A CDM-mel kezelt allatok
atlagsulya a 16. napon a kontrollokénal 8-
-27%-kal volt alacsonyabb.

A 18. napon az éllatokat ledltuk és fel-
boncoltuk. A higitatlan NKL-lel (50 millié
sejt/allat) kezelt egereknél a CDM nem gatol-
ta a tumorképzédést. Az 5 x 106, 5 x 103,
5 x 10%, illetve kevesebb sejttel inokulalt
csoportoknél a CDM sorrendben 20, 80, illet-
ve 100%-os védelmet nyujtott.

A CDM Kalmodulin antogonista hatdsa

A kalmodulin sokfunkciés fehérje, szé-
mos alapvetd folyamatot szabélyoz, kozponti
szerepe van a sejten beluli kalciumszint,
mint intracelluldris .mdsodik messenger® ml-
kodésében. lgy meghatdrozé a szerepe a
sejtanyagcserében, a hormon-hatdsok tovab-
bitdsdban, a normal, valamint a malignusan
transzformélt sejtek osztdéddsdnak és a sejt-
-sejt kapcsolatok (gap-junction) szabAlyoza-
saban, valamint a tumorprevenciéban.
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A kalmodulin-fuggd, illetve -fuggetlen
kalcium transzport komponensek mérésével
megbecstlhetd a kalmodulinra haté vegyule-
tek specificitdsa illetve toxicitsa is.

Ezen vizsgalatra igen jol alkalmazhatd
kisérleti rendszer az un. kiforditott vords-
vérsejt-membran vezikula (inside-out vesicle,
I0OV) prepardtum, ahol a vezikuldk ATP +
+ Mg? -fuggd kalcium felvételt mutatnak,
amelynek sebességét kalmodulin hozzaadasa
jelentdsen fokozza; lasd
Gopinath, R. M., Vincenzi, F. F., Biochem.
Biophys. Res. Commun., 77, 1203-1209, (1977).
Sarkadi, B., MacIntyre, J. D., Gardos, G.,
FEBS Letters, 89, 78-82. (1987).

Scarff, 0., Foder, B., Biochim. Biophys. Acta,
509, 67-71. (1978). '

Az ismert kalmodulin antagonista vegyu-
letek ezt a kalmodulin-fuggd kalcium felvé-
telt gatoljak, a kalmodulinnal inaktiv komp-
lexet képezve felfiggesztik annak hatdsat;
lasd
Vincenzi,
(1981).
Roufogalis, B. D., .Calcium and Cell Physio~
logy ", Marme, D. ed., Springer Verlag, Berlin,
148-169, (1985).

Sarkadi, B., Enyedi, A., Nyers, A., Gardos, G.,
Ann. N, Y. Acad. Sci.,, 402, 329-348. (1982).

F. F.,, Cell Calcium, 2, 387-409.

A CDM kalmodulin antagonista hatdsat a
kovetkezdképpen vizsgaltuk:

Mddszerek

1. Kiforditott wvoérésvérsejt-membrén vezi-
kuldk (IOV-k) preparsldsa

A vezikuldkat frissen vett emberi vo-
rosvérsejtekbdl Sarkadi és munkatédrsai sze-
rint [Biochim. Biophys. Acta, 598, 326-338.
(1980)] készitettik.

2.  Aktiv kalcium transzport mérése
A vezikuldk aktiv kalcium felvételét
#Ca izotdpos modszerrel kdvettak [Sarkadi

és munkatdrsai, Biochim. Biophys. Acta, 598,
326-338, (1980)). A vezikulakat 40-50 g fe-
hérje/m! koncentracioban 37 °C-on 120 mM
KCl-t, 20 mM HEPES-t (pH = 7,0}, 0,5 mM
ATP-t, 1 mM MgClat és 50 uM CaCle-t (benne
nyomjelzd mennyiségl 45Ca izotdpot) tartal-
‘mazé médiumban inkubéltuk., A médiumhoz
kalmodulint, CDM-t, illetve kalmodulin anta-

9
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gonistdt adtunk. 2 perc és § perc utdn a
vezikula 8zuszpenzidbél vett mintdkat Sarto-
rius membrédn filterre (0,65 u pérusméret)
vittik, és vakuum alatt hideg, 0,16 M KCl-
-oldattal kétszer mostuk. A filter a vezi-
kuldkat visszatartja, igy a filteren maradd
4Ca radioaktivitasbdl a kalciumfelvétel ki-
szémithatd., A 4Ca izotdp aktivitdsénak méré-
sét folyadék szcintillicids mddszerrel, Beck-
man LS-7500 muiszerrel végeztik [részletesen
lasd Sarkadi és munkatdrsai (1980)1.

3. A kisérletekben haszndlt kalmodulin
prepardtum a T30 275/3857/81 szam( magyar
nyilvdnossdgrahozatali irat szerint késziilt.

4. A vizsgalatok értékelésénél a kalcium-
felvétel sebességét a linedris tartominyban
vizsgdltuk [Sarkadi és munkatirsai (1980)],
és nmol Ca x mg IOV fehérje! x perc-i~ben
adtuk meg a kalcium transzport sebességét.

Kisérleti eredmények

CDM hatésa I0V-k kalmodulin-figgd kal-
cium felvételére: Az IOV-k gyors kalciumfel-
vételt mutatnak, amely kalmodulin hatdsira
jelentdsen fokozddik. 60 nmol/l kalmodulin
kozel maximdlis transzport aktivitist eredmé-
nyez. CDM hozzédaddsa a kalmodulin hatdsat
koncentréciéo-figgd médon gatolja, mig a kal-
modulin-fuiggetlen (bazalis) kalcium transz-
port sebességet alig befolyasolja. A kalmodu-
lin hatdst fél-maximalisan gatldé CDM koncent-
réacié (Ki kalmod.) az adott rendszerben 5,5 *
+ 0,3 umol/l-nek adédott. A bazalis kalcium
transzportot felére csdkkentd CDM koncent-
racid 200 umol/l-nél nagyobbnak addédott.

A CDM gatld hatdsa fiugg az alkalmazott
kalmodulin koncentréciotél, A gatlés jelentd~
sen lecsdkken magasabb kalmodulin koncent-
raciék jelenlétében.

CDM hatdsa proteolitikusan aktivélt kal-
cium pumpédra

Az I0V-k aktiv kalciumfelvétele részle-
ges proteolitikus emésztéssel aktivalhatd, és
egyben kalmodulin-érzéketlenné vilik (Sar-
kadi és munkatarsai, Ann. N. Y. Acad. Sci.,
402, 329-348. (1982)].

Eredmény

A kalmodulin aktivélt kalcium pumpét a
CDM 5,5 + 0,3 umodl/l-es Ki értékkel gatolta,
mig a proteolitikusan aktivalt enzim esetében
a Ki értéke magasabb mint 50 umol/l,

A CDM és ismert kalmodulin-antagonista
vegyuletek hatdsénak Bsszehasonlitisa

A CDM hatasét vinblasztinnal {Vinblasz-
tin, H2SO4 -mol.tdmeg: 911,4 (SERVA)}, klér-
promazinnal [(Klérpromazin.HCl -mol.tomeg:
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335 (SIGMA)], trifluoperazinnal [(Trifluope-
razin.2HCl -mol.tdmeg: 336,45 (SIGMA)] es
kalmidazoliummal ((R-24571) -mol.tdmeg: 850
(SIGMA)] hasonlitottuk &ssze. A CDM az is-
mert leghatékonyabb kalmodulin antagonistik
kozé tartozik.

A CDM hatisa a vOrdsvérsejt-membrén
Na, K-ATP-4z aktivitdsdra

Minthogy a CDM hatékonyan géatolja a
vordsvérsejt-membrdn vezikuldk kalmodulin-
-figgd kalcium transzportjat megvizsgaltuk,
hogy ez a hatds mennyire szelektiv, illetve
mennyire jir egyitt mds ATP-t haszndld
transzport folyamatok, igy a Na,K-ATP-4z ak-~
tivitisdnak gatlasaval.

Mddszer

Az I0V-k Na-K-ATP-az aktivitdsat anor—
ganikus foszfor felszabaduldsa révén mértik.
(Sarkadi és munkatirsai, Biochim. Biophys.
Acta, 464, 93-107. (1977)).

Eredmény

A CDM Mg-fuggd ATP-4z aktivitdst nem,
a Na,K-figgd ATP-4zt pedig csak magas kon-
centrdciokban és kismértékben gatolta. A 200
uM CDM koncentrécidndl észlelt mintegy 30%-
-os gatlas éles ellentétben 4ll a kalmodulin-
~-figgd transzport aktivitis esetében taldlt
5,6 * 0,3 umol/l-os Ki értékkel.

CDM hatdsa trombocitdk és limfocitdk
térfogat szabdlyozdsdra

Trombocitdk és limfocitak hipoozmotikus

mediumba helyezve kezdeti gyors duzzadést,
majd regulacids térfogatcsdokkenést mutatnak
[Grinstein, S., Am. J. Physiol., 246, C204-C215
(1984)1.
E térfogatszabdlyozds alapja kalcium-fuggd
K-csatorndk és faggetlen Cl csatornék meg-
nyilasa, majd az ezt kévetd KCl és viz ki-
aramlasa. A folyamat mind limfocitik, mind
trombociték [Sarkadi és munkatérsai, Am. J.
Physiol., 248, C480-~C487 (1985)) esetében ha-
tékonyan gatolhaté kalmodulin antagonista
vegyuletekkel.

Modszer

Az emberi trombocitdk és limfocitdk tér-
fogatszabalyozdsdt az elektronikus térfogat-
-mérés midszerét alkalmazd Laborscale (Me-
dicor} mlszerrel vizsgaltuk [Sarkadi és mun-
katdrsai (1985)].

Eredmény
A trombocitak hipsozmotikus medjumban

gyors duzzaddst mutatnak, majd a kontroll-
sejtek 10 percen beliil kozel teljes mérték-
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ben visszanyerik eredeti térfogatukat. Ez
utdbbi regulaciés folyamatot mind az R24571,
mind a CDM mikromolos koncentracidkban tel-
jesen felfuggeszti, A CDM fél-maximélis gat-
last kivAlté koncentrécidja 1-2 umol/l kozdt-
tinek adodott, az R24571-re ez az érték 0,5-
-1,0 umol/l kozdtti volt {a kisérleteket fe—
hérjementes puffer-oldatban végeztik, ez
magyarazza az alacsony Ki értéket). A fenti
kisérleteket frissen szeparalt periférids ver
limfocitékkal is elvégeztak, és teljes mérték-
ben hasonlé eredményeket kaptunk.

A térfogat-szabalyozds gatlésat de-
monstrald eredmények ismét hangsﬁlyozzékl a
CDM kalmodulin-antagonista, illetve kalcium-
-fuggd folyamatokat gatld hatasat.

Az eredmények dsszefoglaldsa

A CDM kifejezett anti-kalmodulin hatas-
sal rendelkezik. Az adott kisérleti rendszer-
ben, a vdrdsvérsejt-membréan kalmodulin-fag-
gd kalcium pumpajénal, a fél-maximdlis gat-
lashoz szukséges CDM koncentracioja 5,5 t
t 0,3 umol/], mig a bazalis kalcium transzport
ghtlésa csak 100 umol/l1 felett jelentkezik. Is-
mert kalmodulin antagonista vegyuletekkel
dsszehasonlitva a CDM igen hatékonynak mu-
tatkozott. A CDM kalmodulin-gatlé hatdsa
specifikus, hiszen a proteolitikusan aktivalt
kalcium pumpat csak joval magasabb kon-
centriciéban gatolta, mint a kalmodulin-akti-
valt rendszert.

A CDM kalmodulint gétld hatisa nagyobb
mennyiségl kalmodulin adasival visszaszorit-
hatd, ennek alapjan feltételezhetd, hogy a
CDM hatiasa & kalmodulinnal alkotott inaktiv
komplex képzddésén alapul. A CDM hatasat
szérum albumin jelenléte nem befolyasolja,
viszont egyéb szérumfehérjék hatédsdt csdk-
kentik.

A CDM gatolja a trombocitak és limfoci-
tak  hipoozmotikus  térfogat-szabélyozésat.
A CDM a Mg-fuggd ATP-az aktivitdst nem, a

Na,K-fuggd ATP-azt pedig csak magas kon-

centrécidban (200 umoél/1) és kismértékben

gatolja.

A CDM kalmodulin antagonista hatésénak
a jelentésége

A kalmodulin antagonistahatds nemcsak
a mivileg elééllitott I0V-ken észlelhetd, ha-
nem intakt, é16 sejteken (limfociték, trombo-
citdk) is, mely kézvetve a kalmodulin-fliggéd
térfogat-szabélyozast gatls effektussal iga-
zolhaté.

A fentiekben idézett irodalmi adatok
utalnak mind az intracellularis Ca¥* szint,
mind a kalmodulin szerepére a sejtosztodas
regulacidjaban. Szamos adat van arra vonat-
kozdan, hogy a malignusan transzformélédott
sejtekben a kalmodulin mennyisége és ezaltal
a kalmodulin dependens fehérje-foszforilécio
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is megnovekedett, mely a sejtosztodas regu-
lécidjénak a zavarit eredményezi.

Mindezek alapjan a CDM in vitro és in
vivo észlelt sejtosztddis-géitlé hatdsa rész-
ben a kalmodulin-antagonista effektuséval is
magyarédzhatd.

A CDM trombocita aggregdcio gétlo hatdsa

A metasztizis létrejottének feltételei ko-
zé tartozik, hogy a keringésbe jutott tumor
sejteket ne pusztitsa el az immunrendszer,
valamint az, hogy a tumorsejtek képesek le-
gyenek megtapadni a kuldnbdzd szovetekben.

Ezen folyamatokat eldsegiti a tumorsej-
tek felszinén levd fibrin, vagy egyéb alvada-
si faktorok, melyhez trombocitdk és egyéb
alakos elemek csatlakoznak. Az igy kialakult
tumorembolus a keringésben védelmet nyujt
az immunrendszer sejtjei ellen.

A trombocita aggregaciot gétlé anyagok,
pl. a prosztaciklinek ily mddon a metasztazis
képzddést gatolhatjak.

Honn K. V. és munkatérsai, Biochem. Phar-
macol. 32, 1-11. (1983).

14% Int. Cancer. Congr., Budapest, 1986.
Lipton, A. No. 2236; Muszbek, L. No. 2231;
Gastpar, H. No. 2232; Zacharski, L. R.
2234;

Kwaan, H. C. No, 2235.

No.

Vizsgélati médszer

Az emberi trombocitak in vitro aggregé-
cidjat és ATP kivalasztiasat Chrono-Log lumi~

aggregométerrel  vizsgéltuk (Model 460,
PICA). A 200.000 sejt/ul sajat plazméban
szuszpendalt trombocitdkat (PRP) 37 ©°C-on

inkubaltuk folvamatos keverés mellett, majd
az aggregaciét kulonbozd agensekkel: 10 uM
ADP-vel; 0,1 U/ml trombinnal (SIGMA); 2 ug/-
ml kollagénnel; 200 nM forbol~mirisztédt-ace-
tattal (PMA); illetve 108 M végkoncentracio-
ju A23187 kalcium ionoférral véltottuk ki. Az
aggregaciét jelzd  abszorbancia-csdkkenes
maximalis értékét és sebességét egyarént ér-
tékeltik. Az ATP kivélasztast luciferin-luci-
feraz (SIGMA) enzimrendszer lumineszcenciéja
révén meértuk. A mintékhoz 1 mg/ml lucife-
rin-luciferazt adtunk, amelynek ATP-specifi-
kus lumineszcencidjat kalibrdciés gdérbével
hatdroztuk meg. Az aggregéciés és ATP kiva-
lasztédsi gorbéket parhuzamosan, azonos min-
tibol, kétirofejes rekorderrel rogzitettik.
A CDM hatédsadt 2 perces eldinkubAlast kove-
tden vizsgaltuk puffer-oldatban (137 mM
NaCl, 5 mM KCi, 2 mM CaClz, 1 mM MgCl,
5 mM HEPES -pH 7,4-, 5,5 mM glikoz)

Eredmény
Frissen levett vérbdl izolalt, sajat plaz-
ma-mediumban a CDM oénmagaban trombocita

aggregaciot nem okoz, ugyanakkor jelentdsen

1
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gétolja szdmos aggregdld Agens hatdsdt. A
CDM erdsen csdkkenti az aggregacio sebessé-
gét és a kialakuld maximilis aggregacié mér-
tékét, ugyanakkor nem befolyésolja a kezdeti

gyors szakaszt, amely a trombociték alakval-

tozdsaval korreldl,

Az aggregacid maximalis értékét 50%-ra
csokkentd drog koncentraciokat harom ku-
1dnbdzé aggregaldszerrel végzett kisérlet
alapjén éllapitottuk meg. Trombint, ADP-t,
vagy kollagént alkalmazva aggregald édgens-
ként a CDM sajat plazma médiumban 50-100
umol/l, mig plazma fehérjementes pufferben
5-15 wumol/l koncentricié-tartomdnyban oko-
zott félmaximdlis aggregicio-géatldst, A fe-
hérjementes kézegben kifejtett hatis mértéke
jél egyezik a kalmodulin antagonista hatas
5,5 t 0,3 umol/l Ki-értékével.

Két ismert kalmodulin-antagonista haté-
su vegyllet aggregicio-gatlé hatékonysagat
hasonlitottuk 8ssze a CDM-mel.

A Kalmidazolium R24571 (SIGMA) a CDM-
-nél hatékonyabb, mig a Trifluoperazin (TFP,
SIGMA) a CDM-mel kozel azonos gatld hatast
fejt ki.

Fehérjementes pufferban a CDM magas
koncentréciéi -~ 200 umol/] felett - dnmaguk-
ban is aggregald hatassal rendelkeznek.

A trombocita aggregaciéval parhuzamo-
san az ATP kidramlést is vizsgdltuk. Normal
kortlmények kozdtt a trombocitdk aggrega-
ciéjat ADP, ATP, szerotonin és egyéb tarolt
anyagok kidramlasa kéveti, amelynek fiziolo-
gias jelentésége elsdsorban a trombocita
aggregdcio és a véralvadds folyamatira gya-
korolt pozitiv visszacsatolds jellegi hatisban
van; és Ujabb trombocitdk aggregaciéjdt in-
ditja el. Kisérleteinkben ATP-érzékeny lumi-
neszcens enzimrendszerrel, a luciferin-lucife-
raz komplex reakcidjival kovettik az ATP
kidramldst. 100 umol/! CDM mind az aggrega-
cié, mind az ATP kidramlast teljes mértékben
gatolta. A CDM, az R24571 és trifluoperazin
(TFP) hasonlé koncentricidkban eredményez-
te az ATP kidramlis gitlésit, mint az aggre-
gacié gatlasat,

Osszefoglalva, a CDM hatékonyan gétolja
a trombocita aggregacié és az ATP kidramlds
folyamatat.,

Ez a gatlé hatds csdkkenti a tumorsejt
embolusok kialakuldsénak a lehetdségét, igy
kisebb a metasztazis képzddés valdszintGsége,

A CDM protein kindz C és sejtmembrén
lipidek anyagcsersjének gitld hatdsa

A sejtosztddést illetve differencidléddast
kivadltd kildnbdzd faktorok a sejtmembran
receptorain keresztil fejtik ki hatasukat.
A folyamatok egyik lehetséges Utja a protein
kindz C aktivaloddsa és ezzel egyitt a sejten
beluli Ca? szintvaltoztatésa. Ezen torténé-
sekben jelentds szerepet jdtszanak a sejt-
membrénban levd foszfoinozitidek. A foszfati-
dil inozitol monofoszfat (PIP)-bdl képzdda
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foszfatidil-inozitol 4,5 bifoszfét (PIP2) a
specifikus receptor hatdsra elbomlik inozitol
1,4,5-trifoszfatta (IP3) =~ mely kozvetlenal
véltja ki a Ca? szignédlt - és diacil-glicerolla
(DAG) - mely a protein kindz C aktivatora.

A malignus transzforméacié soran kimu-
tathaté a foszfoinozitidek anyagcseréjének
aktivalodasa.

Ezen anyagcsere-folyamatok gétldsa az
osztodds gétldsdhoz és egyben a differencia-
lodés eldsegitéséhez vezetnek.

Nishizuka, Y., Nature, 308, 693-697. (1984),
Nishizuka, Y., J. Natl. Cancer Inst.,, 76, 363-
-370. (1986).
Berridge, M. J.,
(1984).
Nishizuka Y., Science, 233, 305-312. (1986).
Berridge, M. J. és Irvine, R, F., Nature, 312,
315-321, (1984).

Biochem. J., 220, 345-360.

1.) A CDM protein kindz C gétlé hatdsa a
trombocitdkban

Mddszer: l4sd a .Trombocita aggregécio~
~-gétlasnal*

Eredmény

A CDM kildndsen hatékonyan gétolja a
tumorképzddést  eldsegitd forbolészterrel
(Forbol-mirisztat-acetat (PMA) kivaltott trom-
bocita aggregéciot.

A PMA-rél ismert, hogy a Ca? és lipid
faggd protein kindz C aktivdlésan keresztal
fejti ki hatdsat. (Nishizuka, Y., Nature, 308,
693-698, (1984).

A PMA  hatdsdra egy 47-48 kDA
molekulatdmegl fehérje foszforilacidja foko-
26dik - ez trombocita membran esetén a pro-
tein kindz C ismert szubsztritja (Kaibuchi, J.
Biol. Chem., 258, 6701-6704 (1983).

Ezt a foszforilécidt a CDM erésen gatol-
ja, ami a CDM protein kindz C aktivitést gat-
16 hatdsét bizonyitja.

2.) A CDM proteinkindz C gdtlo hatdsa rész-
legesen tisztitott enzimen

Protein kindz C tisztitdsa

Az enzimet frissen ledlt nyul agydnak
kivonatdbdl részlegesen tisztitottuk DEAE
celluléz kromatogrifia segitségével, a kordb-
ban publikélt médon (ref. 1.). Az intakt pro-
tein kindz C megdrzésére fenilmetilszulfonil
fluorid és leupeptin protedz-gatlokat hasz-
néltunk.

A CAMP dependens protein kinéz disszo-
cidlt katalitikus alegységének tisztitdsa

A disszocidlt katalitikus alegységet nyul
vazizmébdl tisztitottuk részlegesen, egymast
kdvetd DEAE-celluléz és foszfocelluldz kroma-
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tografiak segitségével. A tisztitds a korabban
publikalt médon (ref. 2.) tdrtént.

A protein kindz C aktivitdsdnak mérése

A protein kindz C katalitikus aktivitasat
az altalunk kidolgozott rendszerben (ref.
1,3,4.) mértuk.

Az enzimaktivitds mérésének alapja a
protein kindz C azon képessége, hogy az
ATP gamma-helyzetli foszfat-csoportjat Atvi-
szi egy specifikus szubsztritjénak tekinthetd
nonapeptid, az Ala-Ala-Ala-Ser-Phe-Lys-Lys-
-amid szerin oldalldncara. (A nonapeptidet mi
szintetizdltuk.) A mérés lényege a (-¥P)ATP-
-bdl a protein kindz C hatdsédra a nonapep-
tidbe épuld 3P radioaktivitisdnak mérése.

A reakcidelegy osszetétele (400 ul végtérfo-

gatban)
50 mM Tris-HCl (pH 17,5)
10 mM MgCl2
0,01 mM (3P)ATP (kb. 300000 cmp per

reakcidelegy)
0,7 mg/ml nonapeptid
1,25 mM CaClz
20 ug/ml foszfatidilszerin
25 ng/ml forbol 12-mirisztdt 13-acetat

az alkalmazott protein kindz C prepara-

tum aktivitisa 70-100 pmol transzferalt

fosztét/perc.

A CDM higitdsi sorokat abszolut alkohol-
ban készitettik, az enzimek inkubacids ele-
gyébe (400 ul) 10 ul térfogati alkoholos CDM
oldatot vittink és a CDM nélkuli kontroll in-
kubécids elegyeket 10 ul abszolut alkohollal
egészitettuk ki.

Az inkubécié 37 °C-on 10 percig folyt, a
reakcidt jégecettel ledllitottuk, a foszforilalt
nonapeptidet szeparaltuk és a nonapeptidbe
épalt radioaktivitds mennyiségét Cserenkov
effektus alapjan mértik. A kapott eredmény
mindig 2-2 pérhuzamos inkubéacid sorén ka-
pott érték atlagat jelenti.

A cAMP-dependens protein kindz aktivi-
tésdnak mérése

A mérés alapjaul a (3P)ATP-bél H2b
hisztonba épiild 3P radioaktivitdsdnak méré-
se szolgélt. (A H2b hisztont borju timuszbdl
preparaltuk.)

A reakcidelegy Osszetétele (400 ul végtérfo- 3:

gatban)
50 mM Tris HCl (pH 7,5)
10 mM MgClz
0,5 mg/ml H2b hiszton
0,01 M (32P)ATP (kb. 300000 cpm reak-
cidelegy)
a disszocidlt katalitikus alegység aktivi-
tdsa 60-100 pmol transzferalt foszfat/-
perc volt.
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Eredmények

. A CDM 10-50 ug/ml koncentracid tarto-
ményban a protein kindz C gAtldszerének bi-
zonyult. Tekintve, hogy a géAtlds nem szabé-
lyos telitési gorbének magfeleld koncentra-
cié-fuggést mutatott, az 50X-os gétlast okozd
CDM koncentraciét csak becsilni lehet, ez az
érték 20-25 ug/ml koral volt. 50 ug/ml-nél
nagyobb CDM koncentricidk gyakorlatilag
teljes gatlast idéztek eld.

A cAMP-dependens protein kindz disszo-
cidlt katalitikus alegységének a katalitikus
aktivitdsidt ebben a koncentracié-tartomany-
ban a CDM nem gatolta észrevehetden. Ennek
az enzimnek az aktivitdsdt csak nagyobb
koncentridciéban gatolta, Az 50X-os gAtlés
160 ug/m! CDM koncentracié koril volt.

1)

Romhényi, T., Seprddi, J., Antoni, F., Mésza~
ros G., Buday, L. and Faragd, A. (1986).
Biochim. Biophys. Acta 888, 325-331.

2)

Mészaros, Gy., Enyedi, A., Bénhegyi,
Mandl, J., Antoni F. and Faragd, A. (1987).
Acta Biochim. Biophys. Hung. 22, 7-16.

3)

Romhényi, T., Seprédi, J., Antoni, F., Mésza-
ros, G. and Faragd, A. (1985).

Biochim. Biophys, Acta 827, 144-149.

4)

Buday, L., Seprédi, J., Farkas, Gy., Mészaros,
Gy., Romhanyi, T., Béanhegyi, G., Mandl, J.,
Antoni F. and Faragd, A. (1987).

FEBS Letters 223, 15-19.

G.,

3.) A CDM hatédsa trombocita membrénfehér-
Jék-lipidek foszforildcidjira

Modszer

A membrén komponensek foszforilacidjat
trombocita és vordsvérsejt-membrén szepara-
tumokban Sarkadi és munkatdrsai, valamint
Enyedi és munkatdrsai szerint mértak. (Sar-
kadi és munkatarsai, FEBS Letters, 152, 195~
-198. (1983). Enyedi és munkatirsai FEBS
Letterv, 161, 158-162. (1983). A membrént
3Zp-ATP jelenlétében inkubaltuk, majd a re-
akciét trikldor-ecetsavval leéllitottuk. A ki-
csapott fehérjéket ATP és P;i tartalmu tri-
klér-ecetsavval héromszor mostuk. A foszfo-
rildlt fehérjék vizsgélatdhoz az tledéket puf-
ferban vettiik fel, majd Laemmli (Nature, 227,
680-685. (1970) tipusi gélelektroforézist vé-
geztink. A foszforilalt lipidek vizsgalatdhoz
az uledéket kloroform: metanol: sdésav-oldat-
ban vettik fel, majd a lipideket a szerves
fazisba atrédztuk. A jelzett lipideket vékony-
réteg-kromatogréfién azonositottuk. A jelzett
lipideket illetve fehérjéket autoradiograffal
vizsgaltuk.

13
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Eredmény

A foszforilalt lipideket vékonyréteg-kro-
matografidval  azonositva megéllapitottuk,
hogy a CDM 40 umol/l koncentracidoban erd-
sen gatolja a foszfatidil-inozitol-monofoszfat
(PIP/-difoszfat PIP2) 4talakulést, mig a PIP
foszforilacidjat serkenti. Ezen lipidek anyag-
cseréje igen fontos szerepet jitszik a sejt-
mikédés szabélyozdséban. (Vance, Bioche-
mistry of Lipids and Membranes, Benjamin-
-Cummings, Menlo Park (1985)).

A pdrhuzamosan vizsgélt tdbbi kalmodu-
lin antagonistdnak (R24571 és TFP) nem volt
ilyen jellegh hatdsa a lipid-foszforilaciora.

A hatdsok jelentisége

A CDM protein kindz C és membrén lipid
foszforilécié (PIP2) gatld, a kalmodulin an-
tagonista hatdsa kdvetkeztében a sejtosztd-
dds szabAlyozdsat befolydsolja.

A CDM DIFFERENCIALODAST ELOSEGITO
HATASA
(morfologiai, biokémiai valtozésok)

A differencidlédés genetikusan determi-
nalt folyamatdnak lezajlasahoz specifikus in-
duktorok, inhibitorok és meghatirozott kér-
nyezeti tényezdk sziukségesek.

A malignusan transzformalt sejtekre jel-
lemzd a kdrnyezetiiktdl izolélddés, elszakadas,
csdkkent adhézid, fokozott sejtmobilitds.
Hayashi, H. és munkatérsai, Int. Rev, Cytol,
70, 139-215. (1981).

Rohrschneider, L. és munkatdrsai, valamint
Sefton B, és munkatérsai, Cold Spring Har-
bor Symp. Quant. Biol., 46, 939-965, (1982).

14%  Int. Cancer Congr. Bp. (1986).
Carr, I. és munkatirsai, No. 54., valamint
Okabe, H. és munkatérsai, No. 306. Gorbsky,
G.: The Cell Surface in Development and
Cancer., Vol. 3., Plenom Press, N. Y. (1986),
129-156. Jagidar, J. és munkatirsai, Cancer.,
56, (7), 1643-1648. (1985).

Puricelli, L. és munkatdrsai, Cancer Letters,
29, 189-195, (1985),

Raynor R. és munkatarsai, Oncology, 41, 420-
-426. (1984.).

A malignusan transzforméléddott sejtek
éllanddan osztédnak s emiatt nem képesek a
ditferencidlédésra. Hiszen a differencialéddas
és sejtosztddés egyiddben nem tdrténhet.
Ezért célszerld lenne olyan anyagok alkalma-
zdsa a daganatterapidban, amelyek a diffe-
rencidloddst eldsegitik, s igy esetleg az osz-
tddési ciklust megnyujtva a korlatlan sejt-
szaporodast megakadalyozzak.

14% Int. Cancer Congr. Bp. (1986), Ho~
zumi, M. és munkatarsai, No. 1868., valamint
Heby, O., No. 1873.

A CDM kezelés hatdsdra in vitro normaél
embrionalis és tumoras eredeti sejttenyésze-
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teken a differencidlédés morfoldgiai és bioké-
miai jelei észlelhetdk. '

Tovébba nemcsak a differencidlédasi fo-
lyamat elésegitése tapasztalhaté, hanem bipo-
tens (egér mielocitds leukémia) O6s-sejtek
esetén a CDM a differencidlédds irdnyara
(monocita-makrofdg jellegli sejtek ardnya né-
vekszik) is befolyast gyakorol.

IN VITRO VIZSGALATOK

1.) Patkény embrick hipotalamusz szévette-
nyészete

17-18 napos patkdny embriék hipotala-
musz szdvetét (ncl. paraventr., ncl. dorso et
ventromed., és nucl. arcuatus) egy hétig te-
nyésztettik, majd kulénbdzd koncentracidju
CDM-mel (4 flletve 10 umol/l1) 2 éra illetve 24
Ora hosszat kezeltik a sejteket parhuzamos
kisérleti elrendezéssel, 6-6 elemszamot alkal-
mazva. A differencidlédds morfolégiai jeleit
fénymikroszképpal (Giemsa festés), illetve
transzmisszios elektronmikroszképpal vizsgél-
tuk.

Eredmények

Fénymikroszképos vizsgdlatok: a kont-
rollhoz hasonlitva a differencidlédds a kovet-
kezd morfolégiai jelekben nyilvanul meg:

a.) fokozott arborizicidban;

b.) az idegsejtnyllvinyokon levd apré

megvastagodésok megjelenésében.

Elektronmikroszképos  vizsgélatok: a
CDM-mel kezelt tenyészetek citoplazméjaban
kdzel a sejtmembranhoz igen sirl, pdrhuza-
mosan elhelyezkedd rostrendszer alakult ki.
Ezen rostok a membrin koézelében gyakran
hosszan kinyilnak a sejtekbdl, és azok ka-
zott hélézatot hoznak létre.

Biokémiai érés jele: A DOPA dekarboxildz
enzimaktivitds novekedése: HPLC vizsgélati

- médszerrel megallapitottuk (Saller, C. F. és

munkatérsa, J. Chromatography, 309, 287-298.
(1984), hogy a CDM kezelés utdn a sejttenyé-
szetek dopamin-tartalma 25-30%-os emelke-
dést mutatott. (L-DOPA-val inkubalt ug/mg
fehérjére szémitott érték). A morfolégiai val-
tozasok arra utalnak, hogy elbsegiti a dif-
ferencidlodast a CDM.

2.) Atolthaté neuroblastoma sejtvonal (N18)
CDM kezelése (a fentiekkel megegyezd
koérilmények kozétt)

A fenymikroszkdpos vizsgalatokkal nem
volt kimutathatd morfoldgiai valtozas.

Az elektronmikroszképos vizsgalatok so-
rén a rostos elrendezddés a citoplazmdban
csak elvétve volt megfigyelhetd, mennyisége
a primer embrionélis hipotalamusz sejtekéhez
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képest kevesebb volt. Ezzel szemben észlel-
hetd a sejtmembrédn aktiv tevékenységére
utald mikrobolyhok kialakuldsa, valamint a
citoplazméban elektrodenz testecskék megje-
lenése, amelyek katekolamin szemcséknek fe-
lelnek meg.

A biokémiai vizsgalatok a DOPA dekarb-
oxilaz enzimaktivitds érték kifejezett nodve-
kedését mutattak, a kontrollhoz képest 65-
-70%-0s ndvekedés volt észlelhetd.

A vizsgélt rendszerekben CDM kezelés
mind az embrionédlis hipotalamusz, mind az
N18-as sejttenyészetek esetében 10 wumol/l
koncentraciéban és 24 érés inkubécids idd
soradn fejtette ki a maximilis hatast a diffe-
rencidlodésra.

Humén embriondlis fibroblaszt szévette-
nyészet

3)

Normédl humén embriondlis fibroblaszt
sejtvonalon vizsgaltuk a kalénbdzd inkubaci-
6s ideji és koncentriciéju CDM morfolégiai
hatasét.

Mddszerek

Transzmisszios eletktronmikroszkdpos
(TEM) rutin vizsgédlat, specidlis .orientdlt”
metszési technikdaval (metszés a vizsgélt

szubsztratum sikjéra merdlegesen), valamint
scanning elektronmikroszkdopos vizsgélat. Egy
és 20 orés inkubélasi idét alkalmazva, a CDM
koncentraciéja 6,6-16 umol/l volt.

Eredmények

A legkifejezettebb morfoldgiai véltozéso-
kat 20 o6ras inkubdcié utdn 16 umol/l CDM
koncentracié jelenlétében észleltik.

A scanning elektronmikroszkopos vizs-
galatok eredménye:

- az osztddés szakaszaban levd .single
sejtek® esetében jelentds sejtnyulvany-kép-
20dés lathatd, valamint a nyulvényok széli
része elsimult .rafflingok® hidnya, melyek
szubsztrat adhéziora a sejtek erdteljes rog-
zitettségére utalnak.

- A sejtek kozotti hatdrok elmosddottak-
k4 vélnak a sejtfelszin felett, mely a sejtek
altal termelt sejtkdzdtti allomany fokozottabb
termelésére utal.

A transzmisszids
vizsgdlatok eredménye:

- a durva endoplazmatikus

vezikuldi kitdgulnak;

~ erdteljes citoplazmatikus vakuolizacio

jelentkezik.

elektromikroszképos

retikulum
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4.) A CDM hatdsa MC29/L avian myelocito-
matosis virussal transzformalt furjblaszt

sejtvonalra

A citoszkeleton aktin filamentumainak
véltozdsa:

A magasabbrend(l sejtek vidza a citosz-
keleton, amely a sejtek citoplazméjaban levd
fehérje fonalak komplex héalozata. F& alkotd
elemeik az actin-filamentumok, ezek jelenlé-
tét, illetve valtozdsait vizsgaltuk normaélis és
daganatvirussal transzformalt, illetve CDM-
-mel kezelt fibroblaszt sejtekben. A normalis
fibroblasztokban erdteljes, rendezett kdtege-
ket alkotd, a citoplazma teljes egészére ki-
terjedd hatdrozott aktin kotegeket figyelhe-
tink meg. A daganatvirussal transzformalt
sejtek egész morfolégiai megjelenése kulon-
boézik a normalistél. Bennik az aktin filamen-
tumok felrostozédnak, csomdékban, rendszer-
telenlil, iranyultség nélkal helyezkednek el,
a citoplazma egy részén taldlhaték, vagy sok
helyen nem is ismerhetdk fel.

Mddszer:

Immunfluoreszcencia: a sejtek vézit - a
citoszkeletont ~ felépitd actin filamentumok
épségét, illetve megvaltozdsét a normalis, a
transzformalt és a CDM-mel kezelt sejtekben
indirekt immunfluoreszcencidval mutattuk ki.
A sejteket vékony, kér alaku feddlemezre
ndvesztettik, majd anti-aktin nyulszérummal
inkubaltuk 37 °C-on, 40 percig. Alapos mosés
utdn a mintdk egy részét masodik antitest-
ként fluoreszceinnel, méds részét rodaminnal
konjugalt anti-nyul kecskeszérummal inku-
baltuk az eldzdekhez hasonlé médon. A méso-
dik antitest konjugédcidé utdn a mintdkat fluo-
reszcens mikroszkoppal ultraibolya fényben
vizsgaltuk,

Eredmény:

A CDM kezelés utén a sejtek ismét haté-
rozott morfolégiai megjelenédslieck, nyulvé-
nyokkal rendelkeznek, és a kordbban cso-
mokka tdoredezett aktin részecskék filamentu-
mokké rendezddnek. Ezek irdnyultsdga azon-
ban még nem olyan erdteljes, mint a normélis
sejtekben. Lényegében hasonld folyamat fi-
gyelhetd meg, ha fluoreszcein helyett roda-
minnal festettik meg a citoszkeleton filamen-
tumait a teljesebb demonstrilhatésdg kedveé-
ért.

A vizsgalatok azt mutatjik, hogy a CDM
a virus altal transzformAlt sejtek citoszke-
letdlis rendszerét reorganizalja.



27

In vivo vizsgalatok

1) Ehrlich ascites tumorsejtek:

CDM-mel kezelt és kezeletlen (kontroll)
egerekbdl nyert Ehrlich ascites tumorsejtek
felszinén talélhaté fibronektin (FN) mennyi-
ségének a vizsgalata:

Modszer:

A CDM kezelés 500 wg/kg doézisG CDM
intraperitonedlis adagolasaval tdrtént 1 hétig,
naponta. A kontrollegerek a CDM-mel azonos
mennyiségh fizioldgids sé-oldatot kaptak. Me-
tanollal tdrgylemezre fixdlt tumorsejteket
primer antitestként 1:100 higitasd, nyulban
termeltetett anti FN immunglobulinnal inku-
béltuk egy éjszakin at, majd a mintdkat Na-
~fosztat-puffert tartalmazd, fiziologids so6-
<oldattal tdbbszdr &tmostuk, Szekunder anti-
testként 1:100 higitisy, peroxidédzzal jelzett
anti-nydl immunglobulint kétink a primer
antitestre. A peroxidaz reakcié eldhivésa di-
amino-benzidin-tetrahidro-kloriddal tartént.
A reakcid eldhivisa utdn a sejtek felszinén
taldlhatdé FN mennyiséget fénymikroszképpal
vizsgaltuk.

Eredmény:

A CDM kezelést kdvetden nyert Ehrlich
ascites tumorsejtek felszinén 2-3-szor vas-
tagabb FN réteg képzdddott a kezeletlen
kontrollokhoz viszonyitva.

2) Limfocitds choriomeningitis virusfertdzés
A CDM hatédsa a limfocitds choriomenin-
gitis virusfertdzés lefolyéséra egerekben.

Felnétt egerekben a virusfertdzést kavetd
meningitis lefolydsst nem befolyasolja. Ezzel
szemben szopds egerek T-dependens immuno-
16giai reakciéjat fokozza, mely az ontogeneti-
kai fejlddés gyorsitasit jelenti (immunolégiai
érés, differencidlédas).

- Részletesen lasd késdbb, az immunold-

giai vizsgalatoknAl.

A differencidlodési folyamat irényédnak a
befolydsoldsa:

Mddszerek:

A mielocitds leukémidbdl szdrmazd egér
csontveld sejtek differencidléddsénak in vitro
rendszerben torténd vizsgalatdt 1ovérbél
nyert Un. .plasma cloth'-on végeztik, McCoy
mediumban, 20% plazma jelenlétében. (Potten,
C. S., Stem. Cells. Churcil Liwington, London
(1983)1.

Petri-csészénként egyenld szaémi primer
sejtet szélesztve (500 sejt/ml) vizsgaltuk a
koldniaképzddésre gyakorolt CDM hatdst. A
CDM-et 0,05-15 umol/l koncentracid-hatirok
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kozott viltoztattuk nagysdgrendes higitissal.
A kolonidk szamat, illetve azok differencislt-
sdgat a szélesztést kovetd hatodik napon ha-
taroztuk meg. Vizsgéltuk a sejtek egy speci-
fikus induktor (WEHI) hozzdadésdt kévetd
differencidloddsdnak jellegét és mértékét a
CDM kulénbézd koncentracidinal.

Az inkubdldsi id8t kovetden kialakuld
kolénidkbél a sejtek leukocitikka illetve mo-
nocita makrofagga differencidlédnak.

Eredmények

Minimalisan bipotencialitdsukat megdrzstt
csontveldsejtek koldnidinak differencidloda-
sakor a CDM kezelés hatdsdra eltolddas ta-
pasztalhatd a keletkezd sejttipusok ardnya-
ban. Mig a kontroll esetében nagyobb arany-
ban mielocitdk, addig a kezelt kulturakban
nagyobb mennyiségben monocita makrofag
jelleglG sejtek jelennek meg. A CDM maximélis
hatdsat 5 umol/l koncentrdcidban észleltuk.

A hatds jelentdsége

A CDM differencidlédast eldsegitd hatdsa
feltételezésiink szerint a kovetkezd biokémiai
mechanizmusokkal magyarazhatd:

- A CDM gatolja a foszfatidil - inozi-

tol - monofoszfat (PIP1) bifoszfattsd
(PIP2) vald aAtalakuldsat.

- A CDM szelektiv kalmodulin antago-

nista.

- A CDM protein kindz C gatlo.

Ezen biokémiai folyamatok gitlisa nem
vezet a sejtek pusztuldsdhoz, hanem lehetdvé
vélik, hogy a sejtek kikertljenek az allandé
osztodési ciklusbdl, és a differencidlodas ira-
nyéba &lljanak &t a sejtanyagcsere folyama-
tok.

A tetanusz toxin addsa:

Az immunizdldstél szdmitott 21. napon
kelld mennyiségli LDso-tartalmii tetanusz to-
xinnal mérgezve a kisérleti dllatokat, megfi~
gyeltik a csoportokban bekdvetkezd tulélé—
si/elhullasi ardnyokat.

Kaerber-Spearman médszerével meghaté~
roztuk az. 50%-os védettséget okozé antigén-
mennyiségeket csoportonként, majd azok ér-
tékét a kontroll standardokhoz viszonyitva
relativ hatdsfokban fejeztuk ki.

Eredmények:

- az adszorbedlt tetanusz toxoid csdk-
kend adagjaival immunizilt kisérleti
allatok tetanusz toxinnal szembeni vé-
dettségének mértékét a CDM adagtol
és az alkalmazésnak a teszt-antigén-
hez viszonyitott idézitésének a tagg-
vényében befolyasolja,

- A CDM optimdlis adagoldas (100-150
ug/kg) esetében a leghatdsosabb .ad-
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juvans® hatadst az antigénnel egyide-
jaleg adva, illetve az antigén beada-
sdt kdzvetleniil megelézd vagy kovetd
idészakban adva fejti ki, Ez arra
utal, hogy a CDM elsddlegesen a mak-
rofagokon, illetve ezt kdvetden a T
sejtek szintjén fejti ki immunmodulalo
hatdsét.

- A B-sejtek produktivitdsit csakis a T
sejtek kozvetitésével fokozza, és a
méar beallott ellenanyag-vélaszt nem
befolyésolja.

Réthy, L., Ann. Immunol. Hung. Suppl. I, 429.
(1984),

Réthy, L., Ann. Immunol. Hung. 26, 185.
(1986).
2) Limfocitds choriomeningitis (LCM) virus-

fertozés lefolydsénak mddositisa egerek-
ben

Ep, kifejlett immunrendszerrel bird fel-
nétt egerekben az LCM virusfertdzésre adott
celluldris immunvélasz kovetkezményeként
limfocitds choriomeningitis jon létre, és a vi-
rusfertdzés utdni 6-8. napon az Allatok 100%-
-ban elhullanak. A cellularis immunvalasz-ké-
pességet csdkkentd kezelésekkel és beavat-
kozésokkal felndtt egerekben a betegség ki-
védhetd, az 4dllatok idegrendszeri tineteket
nem mutatnak, és életben maradnak.

Fdldes, P. és munkatirsai, Acta Microbiol.
Acad. Sci. Hung., 11, 277. (1964/65),
Anderlik, P. és munkatarsai, Acta Microbiol.
Acad. Sci. Hung., 22, 27. (1975),

Szeri, I. és munkatdrsai, Acta Microbiol
Acad. Sci., Hung., 23, 231. (1976),

Hori, R. és munkatarsa, Jph. J. Microbiol., 20,
249, (1976).

A celluldris immunvélasz-képességet fo-
kozd kezelések, igy pl. a limfoid rendszer
proliferacidjat okozo fitohemagglutinin (PHA)
kezelés viszont eldsegiti az i. cer. LCM vi-
rusfertdzés haldlos kimenetell meningitis
formajaban tdrténd lefolyésat, azaz fokozza a
virusfertdzésre kialakuld celluléris immunre-
akcidt.
Banos, Zs.
1137, (1973),
Bénos, Zs. és munkatarsai, Kisérletes Orvos-
tudomény, 27, 327. (1975).

Szopds egerekben az elhullds arédnya és
idépontja attdl fugg, hogy az allatok milyen
kortak & fertdzés iddpontjéban. A fertdzést
virushordozé allapotban tdlélé szopds egerek
ardnya az Ujszlldtt kortdl a felndtt kor felé
haladva, az immunrendszer érésével pdrhuza-
mosan csdkken, és az iddsebb egerek a fer-
tézést kdvetden korabban hullanak el, mint a
fiatalabbak. Szopds egerekben az immunrend-
szer mukddését serkentd, stimuldléo hatdsok
eldsegitik az i. cer. LCM virusfertdzés me-
ningitis formajéban torténd lezajlésat.

Bénos, Zs. és munkatarsai, Acta Microbiol.
Acad. Sci., hung., 26, 29. (1979),

és munkatdrsai, Experienta, 29,
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Bénos, Zs. és munkatarsai, Acta Microbiol.
Acad. Sci., hung., 26, 127. (1979),

Banos, Zs. és munkatarsai, Acta Microbiol.
Acad. Sci., hung., 29, 99. (1982),

LCM virusfertézés

Kisérleteinkben a W. E. tdrzset hasznél-
tuk, amelyet egerekben végzett sorozatos
agypasszazsokban tartunk fenn, és ~70 °C-

-on térolunk. Az agyszuszpenzidk és virus-
higitdsok elkészitéséhez minden esetben PBS
oldatot hasznaltunk. Az agyszuszpenzidk el~
készitéséhez az agyakat steril kéralmények
kdzott eltdvolitottuk, kvarchomokkal eldor-
2s8ltik, 1:10 ardnyban higitottuk és dlepi-
tettik. A virus titrédlésdt minden alkalommal
igy végeztik, hogy az LCM virus tizes lép-
téki higitdsainak 0,03 ml mennyiségével hat-
hetes felndtt egereket oltottunk i. cer.-an.
A virus LDsc-értékét Reed és Muench mod-
szere szerint szdmitottuk ki [Am. J. Hyg., 27,
403. (1938)). A kisérleti Allatokat az eldzete-
sen titralt virus 100 LDss mennyiségével
(0,03 ml volumenben) oltottuk i. cer.-an. A
kontrollként szolgald egereket a virusfertd-
zéssel azonos médon normAl agyszuszpenzié-
val oltottuk. A kisérletek folyamén naponta
kétszer ellendriztik a limfocitas-choriomenin-
gitisre jellemzd idegrendszeri tinetek (reme-
gés, gorcsdk) kialakuldsit, és regisztraltuk
az éllatok elhullasat.

LCM virusreizolédlds

A virusfertdzést 21 nappal tulélt ege-
rekbdl a steril feltételek mellett eltavolitott
agyakat egyedileg kvarchomokkal eldéorzsdl-
tak, 1:10 arényban higitottuk, és az igy
nyert szuszpenziék spontdn llepedés uténi
feluliiszo javal oltottunk egércsoportokat
i.cer.~-an. A LCM virus visszanyerését az
egerekben a jellemzd idegrendszeri tunetek
és elhullds alapjan &llapitottuk meg.

Eredmények

Felnétt egerekben 100-2000 ug/kg ko-
zotti dozisokkal végzett egyszeri intraperito-
neélis elékezelés nem befolydsolta az LCM vi-
rusfertdzés lefolyését. Szopds egerekben
100-1000 ug/kg kozodtt vizsgaltuk a hatést.
A nagyobb dézisl eldkezelések (500 és 1000
ug/kg CDM) 19%-kal emelték a limfocitds cho-
riomeningitisben valé elhullast. A vizsgalt
rendszerben tehdt a CDM immunmoduléns ha-
tast mutat, vagyis a celluldris immunvélasz-
~képesség fokozasat eredményezi. Mivel ezen
hatds csak a szopds egereknél jelentkezett,
ez egyben azt jelenti, hogy a CDM szopds
egereknél eldsegiti az immunrendszer érési
folyamatat.

17
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3.} A CDM hatdsa az egér lépsejtek blasztos
transzformdciojdra

Anyagok és mddszerek

CBA/CA (LATI, G&délld) him egereknek
20, 50 és 100 ug/kg CDM-et adtunk intrape-
ritonedlisan. Két é6ra mulva az éllatokat ledl-
tik. Lépeiket eltdvolitottuk, a lépsejteket Fi-
coll-Uromiro gradiensen szepardltuk, majd
Greiner (NSZK) tenyésztOlemezeken 200 ezer
sejtet tenyésztettiink 5-5 parhuzamost hasz-
nalva. Roviden: az RPMI 1640 tipfolyadék
(GIBCO, USA) 10% hdével inaktivalt fetdlis
borjusavdt (Phylaxia, Budapest), 2 mM L-glu-
tamint (SERVA, NS2K), 100 NE Penicillint, 100
ug/ml gentamycint és 7,5 ug/ml amphotericin
B-t (SIGMA, USA) tartalmazott. A mitogének
koncentréciéja: fitohemagglutinin (PHA, Leu-
coagglutinin, Pharmacia, Svédorszag) 1, ill.
10 ug/ml, Concavalin A (Con A, Pharmacia,
Svédorszag), 1, 5 ill. 10 ug/ml pokeweed mi-
togen (PWM, Sigma, USA), 10 ug/ml. A minta-
kat 37 °C-on 72 6rén &t inkubdltuk 5% COz-t
tartalmazé atmoszférdban. Nyolc éraval a le-
sllitis eldtt 0,4 uCi S3H-timidint (UVVVR,
Csehszlovékia) adtunk a tenyészetekhez. A
fagyasztdssal leallitott mintdkat Dynatech
(NSZK) automata készalékkel dolgoztuk fel, a
radioaktivitast szcintilldciés szémlaloban ha-
taroztuk meg, és c.p.m.-ben adtuk meg.

A CDM hatdsa egér lépsejtek blasztoso-
dédsédra

A CDM onmagidban és mitogénekkel
egyitt doézis dependensen fokozta a spontan
timidin inkorporaciét.

A maximédlis hatdst a 20 és 50 ug/kg dé-
zisu CDM addsédval értik el. Ezen dozisok al-
kalmazdsat kovetden a timidin inkorporacié
dtlagosan a kétszeresére ndvekedett.
Kulondsen kifejezett volt a hatds, ha szubop~
timalis dozisti (1 wg/ml) Con-A-val stimuldl~
tuk a sejteket. A vizsgalatok jél egyeznek a
Winn assay (laésd eldbb) sorin kapott ered-
ményekkel, melyek szerint a CDM-mel eldke-
zelt éllatok lépsejtjeinek fokozddik a tumor-
gétlo hatésa.

Boyum, A., Scand. J. Clin. Lab. Invest., 21,
97. (1968),

Léng, 1. és munkatarsai, Scand. J. Immunol.,
13, 361, (1981),

Onody, C. és munkatirsai, Thymus, 1, 205.
(1980),

Léng, 1. és munkatérsai, Scand. J. Immunol.,
14, 573. (1981),

Waldmann, T. A. és munkatarsa, Adv. Immu-~
nol., 32, 1. (1983).

4.) A CDM fagocitozis fokozo hatdsa
A szervezet daganat elleni kazdelmében
a mekrofagok igen jelentds szerepet Jjatsza-

nak. Minél nagyobb a makrofag aktivitis
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mértéke, anndl sikeresebb a szervezet véde-
kezdképessége a tumorokkal szemben. In vit-
ro kisérletek azt igazoljdk, hogy az aktivalt
makrofagok képesek elpusztitani a tumorsej-
teket.

Martin, D. E. és munkatdrsai, Cancer Invest.,
2 (5), 339-345. (1984),
Raynor, R. és munkatérsai,
420-426. (1984).

Oncology, 41,

Mddszerek:
Fagocitds vizsgalata NBT-redukcidval:

A vizsgdlati médszer lényege az, hogy a
fagocitdzis sordn a makrofagokba bekebele-
zett anyagok az oxidativ anyagcsere fokozdsa
UtjAn szuperoxid-anion-képz&dést indukal-
nak, amely a tetrazélium (NBT: nitroblue-tet-
razolium) festéket formozdnnéd redukélja. A
redukcié szinvéltozdssal jdr, igy a fagocitd-
zis mértéke spektrofotometridsan meghatiroz-
hatd, és az 520 nm-nél mért extinkcid érté-
kével jellemezhetd. :
Ferdinandy, K., Orvosi hetilap,
2825-2831. (1981).

122, 46.,

A redukcio kivitelezése:

300 ul sejtszuszpenzidhoz 100 ul széru-
mot és 100 ul 2 nM-os NBT-oldatot adunk. Az
elegyet 1 orédn At inkubdljuk 37 °C-on. Né-
hény ul szuszpenziébdl kenetet készitank vi-
abilitds vizsgalathoz, majd a redukciét 100 ul
0,1 n HCl-oldattal leéllitjuk. A sejteket ha-
romszor mossuk Na-foszfat-pufferral, majd a
sejtekbél kivonjuk a formazént 2 ml dioxdn~
nal, 70 ©°C-os vizfuarddn. A szuszpenziot
centrifugaljuk, és a szupernatidns extinkcid-
Jjét 520 nm-en megmérjik.

A CDM HATASA A SEJTMEMBRANRA

A daganatsejtek egyik jellemzd sajatos-
séga a heterogenitas, ez megnyilvanul abban,
hogy a tumorok mind genotipusosan, mind
fenotipusosan kilénbdzé populéciokbél &llnak.

A fenotipusos kiuldnbségek kozul legjel-
lemz0bb a daganatsejtekre a sejtfelszini osz-
szetevlk variabilitésa. Ez azéltal valik lehe-
tdvé, hogy a sejtmembranban levd cukor po-
limerek szerkezettikbdl addddan igen nagy
strukturédlis kulonbdzdségi potenciallal ren-
delkeznek. A leginkébb vizsgslt, s jellegzetes
véltozdsok a kulonbdzd daganatsejtek sejtfel-
szini paraméterei kozul a glikoproteinek, a
glukolipidek, és a glikézamino-glikdnok
(ezen molekulastruktirakba tartoznak a ka-
16nbo28 antigének is).

A sejtfelszin mintegy .kapcsolé organel-
lumnak* tekinthetd, mely biztositja a kol-
csdnhatdst a mikrokdrnyezettel, A sejtfelszini
cukorpolimereknek elsddleges szerepe van a
sejtek kozotti felismerési folyamatokban. '
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A malignus transzformdcid soridn bekd~
vetkezd sejtfelszini molekuléris valtozdsok
tobbek kozott a sejtmembran elektromos tdl-
tésének a valtozésaban is megnyilvanulnak,
mely a sejtek elektroforetikus mobilitdsdval
jol mérhetd. A sejtmembran eredd toltését a
sejtfelszinen levd szabad polaros csoportok
hatédrozzdk meg, melyek kdzal kalonds jelen-
toséggel bir a szidlsav, ugyanis a sejtfelszini
szidlsav-tartalom és az eredd negativ toltés
kozdtt szoros dsszefiggés van.

Altaldban a daganatsejtek felszini nega-
tiv toltése nagyobb mint a normél sejteké,
tovdbbd a kifejezettebben malignus illetve
megndvekedett metasztatizdld képességl tu-
morsejtek negativ tdltése is aradnyosan na-
gyobb. Rendszerint ezzel parhuzamosan nd a
sejtmembréan szidlsav-tartalma is. Tehit a
metasztatizdld képesség és a szialsav-tarta-
lom kozdtt egyenes arédnyu OsszefUggés van.
A kuldnbdzd sejtfelszini cukor polimerek,
lektinkdtd receptorok szializacidja befolya-
solja a daganatsejtek szervspecifitisat, és
protektiv szerepet jatszik a tumorsejt elleni
host faktorokkal szemben. Ugyanis a sejtfel-
szin szializdcidja megvaltoztatja a tumoranti-
géneket, azokat mintegy lefedve felismerhe-
tetlenné teszi a tumorsejteket az immunrend-
szer szamara.

Atkinson, P. A. és munkatarsai, New York,
Plenum Publishing Corp., 191-293. (1980),
Bosmann, H. B. és munkatirsai, Nature (Lon-
don), 246, 487. (1972),

Buck, C. A. és munkatarsai, Biochemistry: 9,
4567-4576, (1970),

Burczak, J. D. J. of Lipid Res., 25, 1541-1547.
(1984),

Débrdssy, L. és munkatérsai, Cancer Res., 41,
2262, (1981),

Davidson, E. A., 14% [nt. Cancer Congr., Bu-
dapest (1986), No. 3029,
Furész, J. és munkatarsai,
689-694. (1986),

Hakomori, S. I., Annu, Rev. Biochem., 50, 733-
-764. (1981),

Irimura, T. és munkatérsai, Cancer Res., 41,
3411-3418. (1981),

Kopper, L. - Lapis, K.: A daganatok &ttét-
képzddése - Medicina (1985),

Nicolson, G. L., Biochim. Biophys. Acta, 458,
1-72, (1976),

Nicolson, G. L. és munkatarsai, INCI, 76, 511-
-519. (1986),

Pena, S. D. J. és munkatarsai, Nature (Lon-
don), 276, 80-83. (1978),

Poste, G. és munkatdrsai, Proc. Natl. Acad.
Sci., USA, 77, 399-403. (1980),

Riebe, M. és munkatarsa, Int. J. Cancer, 33,
765~770. (1984},

Ripka, J. és munkatérsai, Mol. and Cell. Bio-
logy, 6, 1268-1275. (1986),

Rosenstein, Y. €s munkatérsai, INCI, 74, 609~
-616. (1985),

Schirrmacher, V. P. és munkatérsai, Invasion
and Metastatis, 2, 313-360. (1982),

Neoplasma, 32,
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Walker, N. E. és munkatirsai, J. Nat. Cancer
Res., 69, 371-380. (1982),
Waters, H Handbook Cancer
(1978),

Yamashita, K. és munkatarsai, J. Biol. Chem.,
259, 10834-10840. (1984),

Yogeeswaran, G. és munkatadrsa, Biochem.
Biophys. Res. Comm., 95, 1452-1460. (1980),
Yogeeswaran, G. és munkatérsa, Science, 212,
1514~1516. (1981).

Immunology

A CDM hatdsa a sejtmembrén eredd ne-
gativ toltésére:

1)

Modszer:

Normél (vdrdsvérsejtek, trombocitdk) és
tumoros eredetl (Bis melanoma, Lewis lung,
Ehrlich ascites) sejteket inkubAltunk kaldn-
bdzd koncentricidoju (100-2 umol/l1) CDM-mel
5 és 60 perc kozotti idotartamig. A sejtek
elektroforetikus mobilitasit (EFM) cytophero—
méterrel [Furész, J., Budavari, I.: Kisérletes
Orv. Tud., 36, 614-621. (1981)] vizsgéltuk,

Eredmények:

a) A CDM inkubécié hatdséra (100-2 umol/l
koncentracié kozdtt; max. hatds 10 umol/l) a
sejtek eredé negativ toltése, vagyis az EFM
dozis és id6 dependensen csdkkent.

b) A csdkkenés mértéke aranyos a sejt-
membran szializéltsigi fokaval, példéul tu-
morsejtek esetében (Bis melandma, Lewis
lung) az erdsebben metasztatizdlé sejtvonalak
kifejezettebb EFM csdkkenést mutatnak. Ez a
Jelenség a normal sejtek esetében is észlel-
hetd a vorosvérsejtek kifejezett EFM csdkke-
nést mutatnak, mig a trombocitaknél nem je-
lentkezik szignifikdns hatés.

¢) A Neuraminidaze [Cl. Perfringens 1IV.
tip. NAN-ase (Sigma)] kezelést kovetd CDM
inkubécié az EFM-t mér a tovdbbiakban nem
csokkenti.

Ezaltal igazolhatd, hogy a CDM az EFM-t
csOkkentd hatését a sejtmembrin felszinén
levd terminédlis helyzetl szidlsav kdzémbosi-
tésén keresztil fejti ki.

2) A CDM hatdsa a sejtmembrén kationizdlt
kotésére:
Modszer:
Kationizalt ferritin kotést Danon, D. és

munkatarsai [J. Ultrastructure Research, 38,
500-510. (1972)] mddszere szerint végeztiink.

Eredmény:

A CDM 16-6 umol/l kdzdtti koncentracié-
ban 1 és 48 o6ras inkubacids idd alatt csok-
kenti a sejtmembran kationizdlt ferritin kété-
sét, valamint inhomogénné teszi a tdltéselosz-
last. A vizsgalt rendszerben a maximalis

19
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csokkenés .a 16 umol/l koncentraciénil és a

48 6rés inkubAcids iddnél észlelhetd.
A hatds jelentSsége:

A sejtmembran szialsav-tartalménak
csdkkenése kovetkeztében a tumorsejtek fel-
szini antigénjei kifejezettebbé valnak, amely-
nek kovetkeztében immunogenicitisuk foko-
zodik, Részben ezen hatisa alapjén magya-
razhaté az a kisérleti eredményunk, amely-
nek soran kimutattuk, hogy az Ehrlich tu-
morsejtek konkomittdld immunitésa fokozédott
(lisd imm. fejezet). Tovabba az irodalmi ada-
tok szerint (Edelman G. M. Science 219, 450-
-437. (1983),

A szidlsav-tartalom csdkkenése a differencia-
lodast segiti eld. (lasd differencidlodas fe-
jezet),

A CDM KOZVETETT TUMORELLENES IM-
MUNOLOGIAI HATASA

L) A CDM daganat megeredését gitlo im-
munmoduléns hatdsénak &llatkisérletes
bizonyitédsa:

(A DCM-et eldkezelés formajéban alkal-
maztuk).
1.) Winn Assay:

Mddszer:

Tumorvonal: Ehrlich tumorsejteket {EAT)
intraperitoneédlis transzplantacidéval tartottuk
fenn 5x10° sejt/egér koncentrécidban oltva.
A kisérletek sordn a tumorsejteket 1x107
sejtszammal szubkutén oltottuk.

CDM kezelés: 25 ill. 50 ug/kg CDM-mel
eldkezeltik a CFLP egereket 8, 6, 5 és 2
nappal a transzplanticid eldtt.

Lépsejt izoldlds: A lép tokjénak felmet-
szése utan a lépsejteket RPMI oldat segitsé-
gével kinyertuk, viabilitisukat 1%-os trypan-
-kék oldattal hataroztuk meg.

A Winassay kivitelezése: Az elokezelt, ill.
kontrolldllatokbdl nyert lépsejteket EAT-sej-
tekkel 37 oC-0s CO2 atmoszféraju termosztit-
ban 30 percig inkubaltuk RPMI tapoldatban,
az effektor/target arany 7:1 ill, 10:1 volt. Az
inkubdciét kdvetden a sejteket szubkutin ol-
tottuk az allatokba.

Eredmény: A CDM-mel elSkezelt egerek
lépsejtjeinek tumoricid aktivitasa a kontroll-
egerek lépsejtjeihez képest szignifikansan
megnétt. Kialdndsen kifejezett tumorgatlast
észleltink az 50 ug/kg dozisu CDM eldkezelés
esetében.

Havelar, J. J. és munkatarsai, Oncology, 42,
179~-186. (1985).

Lafreniete 2. és munkatarsa, Cancer Res. 45,
3785-3741. (1985).

Planga R. Int. J. Immunotherapy, 11, 19-21,
(1986). :
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2.) Konkomittdlo immunités:

Tumorvonal: Ehrlich tumorsejteket (EAT)
intraperitonedlis transzplantéciéval tartottuk
fenn 5x10% sejt/egér koncentracidban oltva.
A kisérletek sordn a tumorsejteket 2x107
sejtszdmmal szubkutan oltottuk.

A vizsgélat kivitelezése: az EAT sejteket
2x107 sejtszammal szubkutén transzplantéltuk
az éllatok jobb oldaldra, majd ezt kovetden a
6. illetve 7. napon az éllatok bal oldalara
szubkutdn transzplantaltunk azonos szémy
EAT sejteket. A kisérlet sordn mértuk az el-
86 és mésodik tumor térfogatt az idd fagg-
vényében.

CDM kezelés: a mésodik tumoroltast k&-
vetd elsé napon kezdtik a CDM kezelést, me-
lyet haromnaponként adtunk 50 ill. 500 ng/-
kg dézisban szubkutén,

Eredmény: A CDM kezelésben nem része-
8ild kontrolldllatokhoz képest a mésodik tu—
mor névekedése az 50 ug/kg dozisti CDM ke-
zelés esetében csak kismértékben (nem szig-
nifikénsan) gatlddott, mig az 500 ug/kg dé-
zisban tértént CDM kezelés hatdsara Jjelentds
mértékl (szignifikdns) géatlas volt észlelhetd
2 masodik tumor kifejlddési idejében és mé-
retében.

Gorelik, E. és munkatarsai, Int. J. Cancer,
21, 617-625. (1978),

Tofaletti, D. L. és munkatérsai, J. Immunol.,
130, 2982-2986. (1983),

Gorelik, E. és munkatérsai, Int. J. Cancer,
27, 847-856. (1981),

3.) A CDM elokezelés hatdsa az Ehr-
lich és Walker tipusu ascites tumorok
megeredésére:

a.) Ehrlich ascites tumor (EAT):

Tumorvonal: EAT sejteket intraperitone-
dlis transzplantaciéval tartottuk fenn 5x108
sejt/egér koncentraciéban oltva. A kisérletek
sorén a tumorsejteket kalénbdzd sejtszammal
(5.10%-1,107) intraperitoneslisan oltottuk.

CDM eldkezelés: a tumormentes allatok-
nak a tumoroltdst megeldzden egy alkalommal
a 9. vagy 5. vagy 2. napon adtuk a CDM-et
25 ug/kg dozisban i.v.

Eredmény: A 9. és 5. napon elBkezelés-
ben részestlt éllatok élettartama a kontroll
kezeletlen allatokéhoz képest 4Atlagosan 5-
szordsére ndvekedett, valamint a tumormen-
tes éllatok széma nem szignifikdnsan ndveke-
dett.

b.) Walker tipusu ascites tumor:

Tumorvonal: Wistar patkdnyokban intra-
peritonedlis transzplantacidval tartottuk fenn
a Walker tumort 1x107 sejt/patkdny koncent-
récioban oltva.

CDM eldkezelés: a tumormentes &llatok-
nak a tumoroltdst megeldzden egy alkalommal
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a 9. vagy 5. vagy 2. napon ill. hdrom alka-
lommal a 9., 5. és 2. napokon adtuk a CDM-et
25 ug/kg doézisban i.v.

Eredmény: A 9. és 5. napon eldkezelés-
ben részesialt allatok élettartama a kontroll
kezeletlen allatokéhoz képest atlagosan 4-
-szeresére ndvekedett, valamint a tumormen-
tes allatok szama szignifikdnsan névekedett.

II.) A CDM immunmoduléns hatdsai, melyek
kézvetett médon hozzdjérulhatnak a CDM
daganatellenes hatdsdhoz:

In vivo vizsgélatok:
1)

toxoid)
CDM-mel

(tetanusz
moduldlésa

Antitoxinogén antigén
immuneffektusénak

Mddszer: Tetanusz toxcid antigént adszor-

beadltunk  fém-kolloid anyagra,
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majd kelld szdmi egércsoportot .

kialakitva az antigénbdl 2-es ala-
pu logaritmusd higitds-sorozatot

készitve, immunizéltuk a kisérleti ¢

allatesoportokat (tesztesoportok).
Egyidejlleg  .nemzetkdzi vagy
nemzeti standard® preparadtummal
is elvégeztik az immunizdlast
{kontrolicsoport).

A CDM alkalmazésa:

a.) Dozis: 25-50~100-200 ug/kg.

b.) Az alkalmazés idépontja: az immuni-
zAlds idépontjahoz (0 pont) viszonyitva
a -3., 0., +3., +6., +18. napokon egyszeri
kezelésként, ill, -3., 0., vagy -3., +3,,
vagy 0., +3., vagy 0., +18., vagy +6.,
+18. napokon két alkalommal adtuk a
CDM kilénbdzd dézisait.

A CDM kezelés

500 ung/kg ddzist CDM intraperitoneélis
adagoldséval tortént egy hétig, naponta. A
kontrollegerek a CDM-mel azonos mennyiségi
fizioldgids séoldatot kaptak.

A kisérlet sordn CDM-kezelt és -kezelet-
len (kontroll) egerek intraperitoneumabol ki-
mosott makrofégok fagocitézisat vizsgaltuk.

Makrofigok nyerése

Az intraperitoneumbdl MEM-H 870807/1
tapfolyadékkal kimosott sejteket 10 percig
1000 fordulatszémon centrifugaljuk, majd
tapfolyadékkal 7x108/ml sejtszémot é&llitunk
be.

Eredmény
A kisérleti allatokbdl nyert peritoneélis

makrofadgok fagocitdlé képessége (NBT reduk-
cidval vizsgdlva) a CDM eldkezelés hatdsara
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(6 napig 500 ug/kg/nap) jelentdsen fokozo-
dott. A fagocitdozis mértékét jellemzd extink-
ciés érték az eldkezelt éllatok esetében a
kontrollokhoz képest szignifikdnsan (tdbb
mint kétszeresére) ndvekedett.

In vitro vizsgélat

A CDM humén mononukledris sejtek mi-
togén indukdlt sejtosztdddsra kifejtett
hatdsa

Alkalmazott sejtek:

Egészséges emberek kristdlyos heparin-
nal (100 ug/ml vér) alvaddsgitolt vénds vé-
rébdl Boyum médszere szerint [Scand. J.
Clin. Lab. Invest.,, 21, 97. (1968)] Ficoll~
-Uromiro gradiensen elkalénitett mononukled-
ris sejtjein végeztiak.

Vizsgélati médszer:

A CDM sejtosztodasra gyakorolt hatdsét
mitogén stimulédciéval timidin beépilés alap-
jan vizsgaltuk, 96 lyuku, U-fenekii szdvette-
nyésztd tdlcdkon, 100 ul-es végtérfogatokban,
2-4 pérhuzamos tenyészettel.

Méller, G. és munkatarsai, Transplant. Rev.,
11, 3. (1972),

Waldmann, T. A. és munkatdrsa, Adv. Immu-
nol., 32, 1. (1983),

Onody, C. és munkatarsai,
(1980),

Gordg, Gy. és munkatérsai, Cell, Immunol., 96,
184, (1985).

Thymus, 1, 205

A drogkezelés nélkuli kontrolltenyésze-
tek parhuzamosainak széma otszérdse volt az
egyes drogkoncentracidkkal képzett tenyé'-
szetekének, hogy a kontroll szdréstartoma-
nyat kisérletenként is meg tudjuk hatarozni.
- A fentiekben leirt vizsgdlatokban az inku-
bécid minden esetben 37 °C-on, 5% COx-tar-
talmi pératelt levegdben tdrtént. Az inkubéa-
cids id6 letelte utdn valamennyi tenyészethez
1 uCi 3H-timidint adtunk, majd tovabbi 6 ¢ra
inkubécié utin a tenyészeteket szireteldké-
szilékkel megfeleld szUrdpapirra szivtuk,
széritottuk, és a beépalt timidinre jellemzd
cpm értéket folyadék-szcintillacios mddszer-
rel f-szamlalén mértik.

Alkalmazott mitogének

Fitohemagglutinin (PHA; Wellcome), Con-
cavalin-A (Con-A, Calbiochem) és Poke Weed
Mitogen (PWM, Gibco). Azonos sejtek timidin-
-beépllését vizsgaltuk 3, illetve 5 napos te-
nyésztési idé utan.

- Valamennyi vizsgdlatndl a sejtek és a drog
dsszemérését kozvetlenil kévette a mitogén
stimulacio. -
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A CDM inkubédcio

A vizsgélatok nyugvé limfocitakon tor-

téntek, a CDM felezd higitdsi sordval (100~
~0,75 umol/l).
Tripdnkék festéssel hatiroztuk meg a pusz-
tult sejtek aranyat, melyet a kontrollszusz-
penziokban taléltakhoz viszonyitottunk. Az
értékelt koncentrécié~-tartoményokban a CDM
toxikus hatasa kizarhato.

Eredmények

A CDM nem albumin szérumfehérjékhez
kotddik, ami befolydsolja (csokkenti) a lim-
focitakra kifejtett hatisit. A CDM 100-3
umol/l koncentracié-tartomanyban - albumin-
tartalmu tdpoldatban ~ a ddzis névekedésével
arényosan géatolja a mitogén  indukélt
sejtosztodast anélkil, hogy sejtpusztulast
okozna. A gatlés a héaromnapos tenyésztési
idd esetében (T sejtre jellemzd) kifejezettebb
volt, mint az étnapos tenyésztési idd sorén.

A GATLAS MERTEKE %-BAN MEGADVA

CDM koncentracié umol/l-ben

Tenyésztési
idé 25 12 6
3 nap 85% 62% 40%
5 nap 75% 40% 10%

A gatlés %-os értékét a kontrollhoz
(100%) viszonyitott H3:-timidin beéplilés mér-
tékébodl szimitottuk.

A CDM 3 wumol/l koncentracid alatt
egészséges emberek vérébsl szérmazd mono-
nukledris sejtek mitogén indukalt sejtoszto-
désénak a mértékét nem befolyéasolta.

Exogén IL2 hatésa a CDM okozta osztd-
dds-gétlésra

Modszerek

A CDM-mel kezelt sejtszuszpenzidkat
tartalmazo lemezek egy pérhuzamos példa-
nyén a stimulaciét kévetden a kulturédkra
olyan, elékisérletekben meghatérozott IL2 do-
zist mértunk, mely a Ciclosporin A osztddés~
gatlo hatasét jelentdsen mérsékelte, A vizs-
galatot haromnapos tenyésztési iddvel ve-
geztik.

Eredmények

Exogén IL2 a CDM osztddast gatld hata-
sét jelentdsen mérsékli; sét, nem gatlé kon-
centrécidju CDM alkalmazésa mellett (1,5-0,75
umol/l) proliferdcié~fokozé hatist. Az észlelt
hatds az IL2 és CDM egyittes jelenlétének
tulajdonithato, minthogy az exogén IL2-vel
kapott 130% illetve 150%-os H3-timidin beépi-
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lést az ugyancsak exogén IL2-t tartalmazé
(100%-08) kontrollhoz viszonyitottuk.

A CDM immunoldgiai hatésénak a Jelentd-
sége

A vizsgédlatok alapjén megéllapithato,
hogy a CDM kezelés (in vivo) fokozza a mak-
rofagok, valamint a lépsejtek  aktivitdsat
(lasd: tetanusz toxoid immuneffektusinak mé-
dositésdt, NBT redukcids vizsgéilatot, egér
lépsejtek blasztosodasat), tovabba eldsegiti
az immunrendszer érését (ldsd: limfocitas
choriomeningitis fertdzés lefolydsdnak mdédo-

5 sitdsa szopds egerekben).

Ezen hatdsok - melyek indirekt moédon
erdsitik a szervezet daganatellenes védeke-
28képességét - magyardzzik azon kisérleti
eredményeinket, melyeknél in vivo direkt
médon kimutathatd « CDM tumorellenes immu-
nolégiai hatdsa (Winn assay, konkomittdlé
immunitéds, tumorsejt transzplanticié eldtti
CDM kezelés).

A CDM in vitro tapasztalhatd humén mo-
nonukledris sejtek mitogén indukalt osztdda-
sét - dozis-fuggden - gAtlO hatdsa nincs el-
lentmondasban a CDM daganatellenes immun-
moduléns hatéséval,

A daganatellenes immunitds dontd moz-
zanata az antigén felismerésén és prezentdla-
8an keresztil az immunvilasz beinditdsa, Ezt
a folyamatot a CDM a makrofagok és 1épsej-
tek aktivizalasival, a sejtfelszini fibronektin-
~tartalom novelésével, a sejtmembrin sziali-
zéltségdnak csdkkentésével (antigén expresz-
szi0) segiti eld. Az immunvalasz kifejlédése
soran termelddd interleukin-2 (illetve egyéb
limfokinek) a CDM immunrendszert esetlege-
sen érintd (nem toxikus) osztédésgatld hata-
sat szelektiven kivédi.

A CDM ANTIOXIDANS HATASA

Szémos adat bizonyitja, hogy a karcino-
gének jelentds része szabadgydkos mechaniz-
mussal fejti ki hatésit. Tovébba azt is, hogy
antioxidénsokkal gaitolhatd a carcinogenesis.
Faber E. N.,, Engl. J. Med., 305 (23), 1379~
-1389. (1981), Wattenberg L. W. Cancers of
the Environment, 111-116, (1983), Schwartz J.
és munkatérsai, Biochem. and Biophys. Res,
Comm., 136, N. 3., 1130-1135. (19886).

Ohtsuka N. és munkatérsai, Cancer, 59, 1560-
-1585, (1987).

A malignus transzformacié sordn létrejo~
v8 valtozdsokban jelentss szerepet jatszik a
lipid peroxidécis, valamint ennek a folyamat-
nak a végterméke, a malondialdehid, mely
énmagdban is karcinogén.

Shamberger R. J., J. Natl. Canc. Inst., 53 (6),
1771-1773. (1974), Fehér J.-Vereckei A., Bio-
téka-Biogal Gydgyszergyar (1985).

Kato H. International Cancer Congr., Bp.,
1986. No. 3601, Fehér J., Csomos G., Vereckei
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A., Free Radical Reactions in Medicine Sprin-
ger-Verlag (1987).

Ito N. és munkatarsai, Fd. Chem, Toxic., 24,
No 10/11. 1071-1082 (1986).

Kensler W. T. és munkatdrsa, Adv. in Free
Radical Biol. and Medicine, 2, 347-387. (1986).

I. A CDM in vitro antioxidins hatdsénak
vizsgélata

A kisérletekhez 150-200 g-os patkényo-

kat hasznéltunk. A mikroszéma preparatumo-
kat a dekapitalt és kivéreztetett allatok maj
homogenizatumaibol készitettitk ultracentrifu-
géldsos eljarassal, Jordan és munkatdrsai
[Biochem. Pharmacol, 31, 1393-1400 (1982)]
médszere szerint. Az enzimatikusan indukalt
lipid peroxidéaciot Jordan és munkatarsai sze-
rint (lasd elobb) mértuk, Ottolanghi tiobarbi-
tursavas malondialdehid meghatdrozédsat fel-
hasznalva [Ottolenghi, Arch. Biochem. Bio—
phys., 79, 355-363. (1959)].
A fehérjét Gornall és munkatarsai {J. Biol.
Chem., 177, 711-766. (1949)] metodikdja sze-
rint mérjuk. Standardnak bovin szérum al-
bumint hasznélunk,.

A nem enzimatikusan indukélt lipid per-
oxidéciét aszkorbinsav jelenlétében patkény
agy homogenizdtumon mértik. A patkéanyokat
dekapitulaltuk és a teljes agyat eltavolitot-
tuk, majd jeges hltés mellett, 0,15 M-os KCi-
-ben homogenizadltuk Potter-Elvenjen készi-

lékben, Player és munkatdrsai [J. Neuro-
chem., 37, 422-426. (1981)] szerint.

A reakcibelegy:

0,05 M trisz-maleinét puffer (pH=6,8),

1,0 nM KH2POs+ és kuldonbozd koncentracioji
aszkorbinsav (10-3, 10-* M), 1 mg/ml fehér-
je. A razatds reakcidideje 15 perc 37 °C-on.
A malondialdehid meghatérozas Ottolenghi
(lesd fent) médszere szerint téortént. A fe-
hérje meghatérozés Gornall (lésd fent) méd-
szere szerint tértént.

A CDM hatasét az indukalt lipid peroxi-
déciéra az in vitro rendszerekben eldinkuba-
lést kovetden vizsgéltuk. A mikroszéoma pre-
pardtumokkal kildnbézé mennyisézli CDM-et
(160-1,6 umol/1) kildonbdzd ideig (10, 20 és 30
perc) eldinkubaltuk. Ezen eldinkubaciét ka-
vetden adtuk a rendszerekhez a NADPH-t il-
letve az aszkorbinsavat a megadott mddsze-
rek szerint, és még 15 percig folytattuk az
inkubdcidt. Az adrenokrom atalakulést Sigma
adrenalin készitmény enyhe melegitésekor
kapott szinreakcié gatlasdnak (voros szin el-
tinése) idobeli kdvetésével vizsgiltuk. A re-
akcidelegy 200 uM adrenalint és a CDM ka-
16nbozd (160-1,6 umol/l) koncentricidt tartal-
mazta. A mérést neutralis pH-n végeztik,
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Ertékelés:

~ A CDM gatolja a fény hatdsdra adre-
nalinbél képzddd kromofor keletkezését (ad-
renalin-adrenalin ortokinon-adrenokrom-leu-
ko-adrenokrém). A gatldé hatéds dézis depn-
densen csdokken, de a vizsgélt 160-1,6 umol/l
koncentréacio-tartoményban észlelhetd.

-~ A CDM 160-16 umol/l koncentracié~tar-
toményban gatolja (kontrollhoz képest 50%-os
gatlas 16 umol/l); 3 umol/l koncentracidéban
nem befolyasolja; 1,6 umol/l koncentréciéban
pedig serkenti a NADPH-t + Fe3-sal enzima-
tikusan indukdlt lipid peroxidiciét patkény-
méj mikroszéman. A gétld hatdsok az eldinku-
bécié iddtartamanak ndvekedésével ardnyosan
ndvekednek,

- A CDM 160-3 umol/l koncentréacidban
kifejezetten 3-1,6 wumol/l koncentracidban
gyengébben gatolja mind a spontdn lipid
peroxidéciét, mind az aszkorbinsavval indu-
kalt lipid peroxidéiciét patkdny agy homoge-
nizétumon. Az indukélhatd lipid peroxidacié
mértéke a CDM koncentriciéjatdl és az eldin-
kubécio iddtartamatdl fuggden véltozott,

II. A CDM in vivo antioxidéns hatdsdnak
vizsgédlata

Kisérleteinket him Wistar patkényokon
végeztuk. A CDM-t 10 és 100 ug/kg napi dé-
zisban 3 illetve 6 napig adtuk az allatoknak.
A kontrollcsoport izoténidas NaCl-t kapott.
Csoportonként 5-5 allaton két alkalommal vé-
geztink méréseket.

Az éllatokat a kezelés utin dekapitulal-
tuk és kivéreztettik, méjukat eltivolitottuk,
majd jeges hdtés mellett homogenizaltuk Pot-
ter-Elvenjen késziulékben. A mikroszdma pre-
pardlast Jordan és munkatdrsai [Biochem.
Pharmacol.,, 31, 1393 (1982)] mddszere szerint
végeztik., A lipid peroxidacidért felelds enzi-
mek aktivitdsat a malondialdehid-tartalom mé-
résével hatiroztuk meg Ottolenghi [Arch.
Biochem. Biophys., 79, 355-363 (1959)] méd-
szere szerint. A kezelt allatok majabdl izolalt
mikroszéma homogenizitumon indukéltuk in
vitro NADPH + Fe'3-al a lipid peroxidaciét az
alabbi kozegben: A reakcidelegy 20 mM Na-
-foszfat-puffert (pH = 7,5), 0,15 M KCl-ot, 50
uM FeCla-ot, 50 mM pirofoszfatot, 10 mM gla-
koéz-6-foszfétot (Sigma, USA), 0,6 NE glukéz-
-6-foszfat-dehidrogenizt (Sigma, USA), 0,5
mM NADPH-t (Sigma, USA) 1mg/ml mikroszo-
mélis proteint tartalmazott 0,5 ml végtérfo-
gatban. A méréseket 37 °C-on razé furddben
torténd levegdztetéssel végeztiik. A fehérje-
tartalmat Lowry és munkatirsai (J. Biol
Chem., 193, 265-275. (1951)] mddszere szerint
hatdroztuk meg.
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Ertékelés

A CDM kezelés hatdsira az indukalhatd
lipid peroxidaci®é mértéke (malondialdehid
végtermék) a CDM koncentréacidjatol és a ke~
zelés tartamatdl fuggden valtozott, '

Az in vivo adott CDM minden dézisban
és kezelési idoben csdkkentette 5 és 30 perc
in vitro eldinkubaldsi idd alatt a NADPH +
+ Fed indukalta lipid peroxidaciét. A legha-
tésosabbnak & 6 napos, 10 ug/kg adag bizo-
nyult.

A mért adatok azt bizonyitjak, hogy az
adott kisérleti rendszerben idéfuggden keve-
sebb szabad gyok keletkezett a CDM kezelés
hataséra.

A hatds jelentdsége:

A CDM mint antioxidins in vitro és in
vivo gétolja a lipid peroxidaciot, illetve az
ennek soran keletkezd malondialdehidet, mely
ismert endogén carcinogén, valamint secun-
der lipid peroxidaciét kivalté égens.

Ezen hatidsdn keresztul gatlést fejt ki
azokra az anyagcsere-folyamatokra, melyek
kiséré jelenségei illetve esetleg fenntartdi a
malignus proliferacidnak.

A CDM TUMOR NOVEKEDEST GATLO HATASA
1.) Ehrlich ascites tumor (EAT):
Tumorvonal:

Az EAT sejteket intraperitoneélis (i.p.)
transzplantécidval (5 + 108  sejt) tartottuk
fenn.

A kisérleti CFLP

allatoknak (inbred,

egerek) esetenként i.p. 1+ 105 és 2 - 108, il- |

letve szubkutédn (s.c.) 5+ 107 = 3 . 107 EAT

sejtet oltottunk.
Kezelés modja:

A CDM-et az i.p. transzplantdcid eseté~
ben egyszer a transzplanticiot kovetd 1., 3,
7., 9. és 10. napon ealkalmaztuk. A s.c.
transzplantécié sorén a CDM-et a transzplan-
téciot kovetden hérom naponként adtuk, az
elsd két alkalommal (1. és 3. napok) iv.,
majd s.c. a tumor kéré infiltrélva alkalmaz-
tuk.

A CDM kezelés dozisai:

25, 50, 100, 500, 1000 ug/kg.

Eredmények:

A transzplantilt tumorsejtek szémétdl, a
transzplantdlds médjatdl, a CDM kezelés ido~

pontjatdl és dozisatdl fuggden csdkkent a
tumor térfogata (cm? térfogat-meghatérozas:
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3,14
—— x d3 képlet alapjan tortént).
6

A folyamatos kezelés hatdsara az éallatok
10-15%-éndl tumormentesség, illetve jelentds
élettartam-meghosszabbodds  (80-100 napos
tulélési idd) figyelhetd meg.

A CDM dézis optimuma a 100 ug/kg doé-
zisnél jelentkezett.

2.) §-180 tumor:

Tumorvonal:

Az $-180 tumorvonalat s.c. transzplanti-
cidval tartottuk fenn. A kisérleti &llatok in-
bred Swiss egerek voltak. A kisérletekhez
0,5 cm3 tumordarabkakat transzplantdltunk.

Kezelés mddja:

15 napon keresztdl 3 naponként, az elsd
két alkalommal (1. és 3. napon a transzplan-
taciot kovetden) i.v., majd s.c. (a tumor kérée
infiltralva) alkalmaztuk a CDM-et.

A CDM kezelés dozisa:
25, 50, 100 ug/kg.

Eredmény:
Az 50 és 100 ug/kg dézist CDM alkalma-

zésa sordn a 15, napon mért tumortérfogat
(cm?, térfogat-meghatérozés:

3,14
— x d%) a kontrollcsoporthoz képest
6
(fiziologids sé-oldattal tortént a kezelés)

szignifikénsan (kétmintds t proba) csdkkent.
A CDM HATASAINAK OSSZEFOGLALASA

- szelektiv kalmedulin antagcnista;

- szelektiv protein kindz C gétld hatasuy;

- gétolja a foszfatidil ihozitol monofoszfat-
-difoszfat atalakulést;

- gitolja az aggregdld égensekkel kival-
tott trombocita aggregécic sebességét és
a kialakulo maximélis aggregécid mérté-
két;

- csokkenti a sejtmembrén eredd negativ
toltesét a sejtfelszini szidlsavval torténéd
interakcién keresztil;

- antioxiddns hatast fejt ki;

Mindezen sejtanyagcserét befolyasold
hatésok magyarazzék, hogy a CDM nem toxi-
kus dozis tartomdnyban in vitro és in vivo
antiproliferativ hatdst fejt ki és ugyanakkor
eldsegiti (indukélja) a differencidlédast. To-
vébbéd a komplex sejtmembran hatdsok ered-
ményezik, hogy a CDM in vitro és in vivo
immunmoduléns hatésd, melynek mindsége az
adagolés mennyiségi és iddbeli tényezditdl
fugg.
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Az antiproliferativ, immunmoduldns és
antiaggregacios hatdsok kévetkeztében a CDM
az onkoterdpidban, valamint az onkoprofila-
xisban alkalmazhatd bioldgiai vélaszoldképes~
séget befolyasold anyagként jellemezhetd.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljérés gydgyészati készitmények elé~
dllitésdra, azzal jellemezve, hogy ismert mo-
don eléallitott

R-C(=X)-N(~Y)-(CqH2qNH)~R1 (1)
altalénos képletd vegyiletet, ahol
R hosszuldncu, telitett, vagy legaldbb

egy telitetlen kotést tartalmazé, 12-
-20 szénatomos alifds szénhidrogén-
gyok,

R1 hidrogénatom, vagy hosszulancu, te-
litett, vagy legaldbb egy telitetlen
kotést tartalmazd, 12-20 szénatomos
alifds acilgydk,

X oxigénatom, és

Y hidrogénatom, vagy

X és Y egyuttesen =N-CH2-CHz-csoportot al-
kot,

2 értéke 1-5, és

q értéke 1-4,

illetve ezen vegyiletek kozul legalabb kettd
keverékét legalabb egy, célszerlen intravé-
nés illetve inhalaciés adagolésra alkalmas,
gyogyészatilag elfogadhaté hordozdanyaggal
odsszekeverve tumorellenes hatdsi gyogyszer-
készitményekké kikészitjuk.

2. Az 1. igénypont szerinti eljarés, azzal
Jellemezve, hogy hatdanyagként olyan (I) al-
taldnos képleti vegyulleteket haszndlunk,
ahol X és Y az 1. igénypontban megadott, R
jelentése 16-18 szénatomos, telitett vagy te—
litetlen szénhidrogéngydk, Ri hidrogénatom
vagy 17-19 szénatomos telitett, vagy telitet-
len alifés acilgydk, z értéke 1-4 és q érté-
ke 2.

3. Az 1, igénypont szerinti eljaras, azzal
Jellemezve, hogy hatdanyagként olyan (I) &l-
talénos képletli vegyileteket hasznédlunk,
ahol R a sztearinsav, olajsav vagy linolsav
szénhidrogéngybdke, Ri1 hidrogénatom vagy
sztearil-, oleil- vagy linoleilgydk, X és Y az
1. igénypontban megadott, z értéke 1-4 és q
értéke 2.

4, Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal
Jellemezve, hogy hatdanyagként az (I) altala-
nos képleti vegylletek keverékét hasznal-
juk.
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