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A blzacsira fermentalasa révén 0,04% szubsztitudlt ben-
zokinon tartalmd, per os adagolhato készitményt (MSC)
allitottak elé magyar kémikusok. A szerzéknek a készit-
ménnyel kapcsolatos bioldgiai vizsgalatai a kdvetkezd
eredménnyel jartak. Az MSC fokozza a per os kezelt (3
g/kg/nap) egerek lép lymphocytainak blastos transzfor-
macids készségét és megroviditi a bérgraftok lelokddési
idejét ko-izogén boratiltetési egérmodellben. Ez az MSC
immunrestitutiot keltd hataséara utal. Hirom metasztazis
modell esetében (3LL-HH, B16 és HCR-25) tudtuk megfi-
gyelni az MSC szignifikans tumormetasztazist gatlé ha-
tasat. Az attétképzés gatldsdban az in vitro kisérle-
teinkben megfigyelt sejtadhéziot csokkentd, antiprolifera-
tiv, apoptosist fokozo és antioxidans hatasa is szere-
pet jatszhat az immunreconstitutiét kelté hatas mellett.
A fenti biologiai tulajdonsagok alapjan az MSC — mely
szubakut toxicitasi vizsgalatok szerint nem toxikus — ad-
juvansként felhasznalhaté lehet daganatok és mas im-
munkarosodassal jaré, vagy azt kévetd korképek ke-
zelésében.

Kulcsszavak: szubsztitualt benzokinon, MSC, metasztazis, im-
munreconstitutio

Szent-Gyorgyi Albert munkdssdgdnak utolsé nagy
periédusédban a kinonok biokémidjdval és azok bioldgiai
hatdsaival foglalkozott (8, 9). Ezek a vegyiiletek, csakigy
mint az aszkorbinsav, életfontossdgii metabolikus reak-
ciok egész sordban vesznek részt, amelyek folyamdn a
molekuldris oxigén vizzé redukdlédik. Kinonok szdmos
novényben taldlhatdk, igy az ubikinonok, plasztokino-
nok, menakinonok, amelyek pl. a fotoszintézisben jat-
szanak szerepet, de a gerincesek és igy az ember sejtlég-
zésében és a véralvaddsban is van jelentdségiik. Az €16
szervezetekben kinonok fenolvegyiiletekbél szdrmaz-
hatnak, igy pl.a dopakinon a tirozin szirmazéka.

Szamos kinont haszndlunk terdpids célra. Az adria-
mycin, daunorubicin, mitomycin C olyan kinonszdr-
mazékok, amelyek citosztatikus hatdsa azon alapul, hogy
a DT-diafordz enzim szabad gyokokké alakitja at ezeket a
vegyiileteket. Mds benzo-, ill. hidrokinonoknak an-
timikrobidlis hatdsuk is van, és olyan antibiotikumok
aktiv komponensei, mint a Tetran-B, Doxycyclin, Meta-
cyclin (2).

Orvosi Hetilap 1998, 139 (48),2893-2897.

A new benzoquinon-containing natural product with
antimetastatic effect. An orally applicable fermenta-
tion product of wheat germ containing 0.04% substitut-
ed benzoquinone (MSC) was invented by Hungarian
chemists under the trade — name of AVEMAR. The follo-
wing biological effects of this product were observed.
Oral administration (3 g/kg body weight) of MSC en-
hances blastic transformation of splenic lymphocytes
of mice. The same treatment shortens the survival time
of skin grafts in co-isogenic mouse skin transplantation
model, which points to immune-reconstructive effect of
MSC. Highly significant anti-metastatic effect of MSC
was observed in three metastasis models (3LL-HH, B16,
HCR-25). The antimetastatic activity of MSC — besides
the immune reconstitution — may also due to the cell-ad-
hesion inhibitory, cell proliferation inhibitory, apoptosis-
enhancing and antioxidant effects, which were also
observed in our in vitro experiments. Based on the bio-
logical effects of MSC — which is non-toxic, according to
subacute toxicology studies — this product may be used
as an adjuvant in the therapy of malignant neoplasia and
other diseases caused by or following immunedepri-
vation.

Key words: substituted benzoquionone, MSC, metastasis, im-
mune-reconstruction

A buizacsiraban gliikozid formdban fordul el§ a 2-me-
toxi-p-benzokinon (2-MBQ) és a 2,6-dimetoxi-p-ben-
zokinon (2,6-DMBQ). A buzacsira éleszt&vel torténd fer-
mentdldsa sordn az éleszt6gomba glitkoziddz enzimje
felszabaditja a kinonokat. Szent-Gyorgyi eredeti felis-
merése szerint a fermentdlt bizacsirdban a glitkozidos
kotésbél felszabadult kinonok biolégiai aktivitdsa révén a
fermentdlt buizacsira immunstimuldns hatdsu lehet (8,9).

A kinonok bioldgiai hatdsa osszefiigg azzal a tulaj-
donsdgukkal, hogy szabad gyokos formdjukban részt
vesznek redoxi ciklusokban.

Szent-Gybrgyi elméletére alapozva, a baza (Triticum
vulgaris) csirdjit Saccharomyces cerevisiaevel fermentdlva
magyar vegyészek olyan szdritott, standardizdlt kivonatot
allitottak eld, amelyben a 2,6-DMBQ 0,4 mg/g szdraz-
anyag-koncentracidban taldlhaté (10). Az MSC madrkane-
vii készitményre vonatkozd toxikoldgiai és bioldgiai vizs-
gdlatok eredményeit foglaljuk 6ssze az aldbbiakban, kiil6-
nds tekintettel annak immunreconstitutiot kelté, valamint
daganatndvekedést és dttatképzést gatld hatdsdra.
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Daganatnovekedest és attétképzeést
gatlo hatas

Pethig és mtsai kordbbi vizsgdlatai szerint 2,6-DMBQ és
aszkorbinsav egyiittes adagoldsdval az egerekre dtoltott
Ehrlich ascites tumor novekedése lassithato (4, 5).

Sajdt, dllatkisérleti munkdnk - figyelembe véve a ki-
nontartalmi készitmény mdr Szent-Gyorgyi altal is fel-
tételezett immunrestitutios hatdsdt - elsésorban a daga-
natok dttétképzésének gdtldsdra irdnyult (2). A kisérletek-
hez a kovetkezd, egereken vagy patkdnyokon névekedd,
dtolthato daganatvonalakat haszndltuk: Lewis lung carci-
noma magasan dttétképzd varidnsa (3LL-HH), B16 egér-
melanoma, HCR-25 humadn coloncarcinoma xenograft.

A 3LL-HH és Bl6 tumorokat C57B1/6 beltenyésztett
egereken tartottuk fenn. A HCR-25 xenograftot thymectomid-
val és egésztest-besugdrzdssal immunszupprimalt CBA/CA
egerekre oltottuk.

3LL-HH és HCR-25 tumor esetében a daganatsejtek oltdsa a
lépbe, B16 melanoma esetében a bal alsé végtag izomzatdba
tortént. Az dllatok egy kezelt és egy kontroll csoportjandl HCR-
25 tumor esetében splenectomidt végeztiink, 21 nappal a tumor
lépbe torténd oltdsat kovetden.

Az MSC kezelést a daganat implantdciéja utdn 24 dérdval
kezdtiik meg. Per os, gyomorszonddn dt vittiink be naponta 3
g/testtomegkg-nak megfeleld mennyiséget.

3LL-HH tumor esetében 14,B16 tumor esetében 21, HCR-25
tumor esetében 51 nappal a daganat beoltdsa utdn fejeztiik be a
kisérletet, az dllatok altatdsban torténd elvéreztetésével.

A kisérletek eredményeit az 1., 2. és 3. tdbldzatban
foglaltuk dssze.

Az MSC kezelés szignifikdnsan, 71%-kal csokkentette
a lépbe oltott 3LL-HH tumor tiidéattéteinek szdmat (1.
tdbldzat). HCR-25 humdn coloncarcinoma esetében az
50 napig tarté MSC kezelés mind a tumoros lép sulyit,
mind a mdjéttétek szdmdt csokkentette (2. tdbldzat). Az
attétek szdma a kontrollhoz képest mind a Iépirtott,
mind a nem Iépirtott MSC-vel kezelt dllatokban 50%
koriili volt.

1. tablazat: MSC kezelés hatasa a majattétek szamara lépbe
oltott 3LL-HH egér tudorak esetében

Mdjdttétek szdma
Csoport Implantdlt sejtszdm (dtlag)
+SD
Kontroll 3 x10° 104+28,2
MsC 3x10° 29,8+16,4*

*p<0,001 (Student-féle t-teszt)

2. tablazat: MSC kezelés hatasa a tumoros lép sulyara és a
majattétek szamara 51 nappal a HCR-25 human coloncarcinoma
immunszupprimalt CBA/CA egerek lépébe tortént oltasa utan

Tumoros 1ép ~ Mdjéttétek szdma

Csoport tomege (g) (dtlag)
(étlag%iSD +SD
Kontroll - nem lépirtott ~ 1,02+0,59 42,0£25,8
MSC - nem lépirtott 0,62+0,47 19,5%19,0
Kontroll - Iépirtott* 0,10+0,02 19,1*13,5
MSC - 1épirtott* 0,08+0,02 10,6+11,6

* A splenectomidt 21 nappal a tumor lépbe oltdsa utdn végeztiik
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3. tablazat: MSC kezelés hatasa a tumorral oltott végtag sulyara
es a tudoattétek szamara végtagizomba oltott B16 melanoma
esetében, 21 nappal a tumor oltasa utan

Csoport A tumoros végtag sulya TiidGattétek szdma

(dtlag)+SD (dtlag)+SD
Kontroll 7,610,43 42,4+10,2
MSC 7,2+0,38 6,2+3,7*

*p<0,01 (Student-féle t-teszt)

Az izomba oltott B16 melanoma esetében MSC
kezelés hatdsdra az izomban novekedd tumor témege
nem viltozott, viszont az dttétek szdma szignifikdnsan,
85%-ban csokkent a kontrollhoz viszonyitva (3. tdb-
ldzat).

Citosztatikummal kombinalt MSC
kezelés hatasa B16 melanoma
tudoattéteire

Az izomzatba oltott B16 melanoma esetében a recipiens
C57B1/6 egerek egy csoportja 3 g/kg MSC kezelésben
részesiilt, naponta, per os, a tumoroltdst kovets 21 napon
at. Egy madsik csoport 60 mg/kg i. p. DTIC (Dacarbazin,
Lachema, Brno, Cseh Koztdrsasdg) kezelésben részesiilt,
szintén naponta. A harmadik kezelt csoport mind MSC,
mind DTIC kezelést kapott.

A kisérlet befejezésekor a tiidédttétek szdama a DTIC-
vel kezelt csoportban a kontroll 20-hoz képest 7-re, az
MSC-vel kezelt csoportban 4-re, mig a kombindltan
kezelt csoportban 0,1-re csokkent (4. tdbldzat).

Ez a kisérlet azt jelzi, hogy az MSC t6bb mint addi-
tiv mddon potencidlta a melanoma kezelésben a kli-
nikumban alkalmazott DTIC éttétképzést csdkkentd ha-
tdsdt.

4. tablazat: MSC és DTIC, ill. MSC + DTIC kezelés hatasa izomba
oltott B16 melanoma tuddéattéteinek szamara

Csoport TiidGdttétek szdma (dtlag)+SD
Kontroll 20,0+6,0
MSC 4,0+2,1*
DTIC 7,0+4,3*
MSC+DTIC 0,1+0,1**

*p<0,01; **p<0,001 (Student-féle t-teszt)
DTIC = dacarbazin

Az MSC hatasmodjara vonatkozé
vizsgalatok

Miutdn a fenti kisérletek mind arra utalnak,hogy az MSC
a rosszindulati daganatok dttétképzését jelentds mér-
tékben csokkenti, a hatdsmdd tisztdzdsdra végzett vizs-
galatainkban az attétképzésben fontos szerepet jdtszé
néhdny mozzanatra koncentrdltunk. Az dttétképzés
tobblépcsds folyamat, melyben a primer tumor sejtjei-



nek proliferdciés és apoptoticus aktivitdsa, a daganatsej-
tek adhézios készsége és a szervezetnek a daganatsejtek-
kel szembeni defenziv mechanizmusai egyardnt szerepet
jatszanak. In vitro vizsgdlatainkban az MSC sejtproli-
ferdciéra és apoptosisra, valamint az adhézidra kifejtett
hatdsdt tanulmdnyoztuk.

Mivel in vivo kisérleteink jelentds hdnyaddt Bl6
egérmelanoma sejteken végeztiik, elsé kisérleteinkben
ezt a tumort haszndltuk a vegyiilet tesztelésére.

A sejtek letapaddsdt 96 lyuki plate-en a megfelelé MSC-
dézis jelenlétében szérummentes és szérumot tartalmazé
médiumban egyardnt, 10, 30, 60, 90 és 120 perccel a szokvdnyos
szovettenyészeti kornyezetben torténd inkubdlds utdn vizsgdl-
tuk. A kiértékelés kolorimetrids eljardssal SRB teszt alapjan
tortént (a teszt a tenyészet dsszfehérje-tartalmanak szulforho-
damin B-festésén alapszik, az abszorbancidt 570 nm-en spekt-
rofotométerrel olvassuk le).

Az 1. dbrdn csak két idépontot dbrdzoltunk, amely
azonban jol reprezentdlja az MSC-hatds lényegét,
nevezetesen az in vivo dézisnak megfelel6 3000 pg/ml és
természetesen ennek tizszeres toménysége egyardnt drd-
maian csokkenti a tumorsejtek letapaddsdt szérum-
mentes és szérumot tartalmazé kornyezetben egyardnt;
300 pg/ml-nél ez a hatds mdr nem figyelhetd meg.
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1. abra: B16 sejtek letapadasa kiilonboz6 dozisi MSC
jelenlétében a kirakastol szamitott 60. és 90. percben

(minden érték 8 parhuzamos mérés atlagat reprezentalja + SD.
A kiértékelés spektrofotometrias méréssel tortent)

A proliferdcids tesztben az MSC-vel torténd kezelés el6tt 24
draval tettiik ki a sejteket 96 lyuku plate-re. A kezelést kivetd
24, 48 és 72 6ra milva ugyancsak SRB teszt segitségével
hatdroztuk meg a sejtek proliferdcids aktivitdsat.

Eredményeink szerint (és ezt ismételt kisérletek is bi-
zonyitottak) az MSC hatdsdra a 15 000-900 pg/ml-es tar-
tomanyban a tumorsejtek a monolayerbdl felisznak, és
tripankék festékkizardsos mddszerrel bizonyitottuk,
hogy a feliszott sejtek elpusztultak (2. dbra).

Vizsgdlataink humdn amelanotikus melanomdn
(A2058) az egér melanotikus melanomdhoz hasonlé
eredményt mutattak (3. dbra). Ezen tumor esetén az
SRB-teszttel pirhuzamosan a sejt metabolikus aktivitd-
sdt reprezentald MTT-tesztet is elvégeztiik.
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2. abra: Az MSC kulonbozé dozisainak hatasa a B16 sejtek
proliferacidjara a kezelés kezdetétdl szamitott 24 és 48 ora
mulva (minden érték 8 parhuzamos mérés atlagat reprezentalja
+ SD. A kiértékelés spektrofotometrias méréssel tortént)
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3. abra: Az A2058 jel(i human melanoma viselkedése kilonbozd
dozisi MSC jelenlétében a kezelés kezdetétdl szamitott 24 ora
elteltével. A tenyeszetek kiértékelése fehérjetartalom (SRB)

és dehidrogenaz-aktivitas (MTT) alapjan parhuzamosan
spektrofotometrias méréssel tortént. (Minden érték 8
parhuzamos mérés atlagat reprezentalja = SD)

A teszt alapja, hogy a metabolikusan aktiv sejt, els6sorban
dehidrogendz aktivitdsa révén a tetrazolium sot szines for-
mazdnnda alakitja dt. A szinreakciét, amely az aktivitdssal
aranyos, spektrofotométerrel, 570 nm-en olvastatjuk le.

Az MTT-teszt vildgosan bizonyitotta, hogy a tumor-
sejtek funkciondlis aktivitdsa még 300 pg dozis esetén is
csokkent (3. dbra). A feluszott sejtek esetén a ,haldl oka”
ismeretlen volt, ezért dramldsos citometrids (FACS)
analizissel megvizsgdltuk a teljes sejtpopuldcié apoptoti-
cus aktivitdsdt (4. dbra). Az eredmény szerint a sejtek az
alkalmazott dézistél fiiggden szokatlanul nagy ardnyban
voltak apoptosisban.

Erdekes és tovdbbi vizsgdlatot igénylS eredményiink az,
hogy egészséges humain fibroblastokon 24 6ra utdn egyetlen
alkalmazott dozis esetén sem mutatott csokkenést az SRB
teszt (s6t, szdmos esetben novekedés volt megfigyelhetd),
ugyanakkor MTT-teszttel 3000 pg/ml és nagyobb dézisok
esetén szignifikdns metabolikus aktivitdscsokkenést, mig
300 pg/ml alatt szignifikdns novekedést tapasztaltunk.
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4. abra: Az A2058 jeli human melanoma in vitro tenyészetében
kilénbozé dozisu MSC kezelést kovetGen megjelend apoptoticus
sejtek aranya (FACS-analizis)

Az MSC immunvalaszra kifejtett
hatasanak kisérletes vizsgalata

Az immunviélaszban fontos szerepet jdtszé T-lympho-
cyték blastos transzformdcidjanak mértékét az MSC
kezelés szignifikansan emeli. Ezt a kovetkezd kisérlettel
igazoltuk.

C57B1/6 egereket 6 héten dt heti 5 alkalommal kezeltiink
per os, gyomorszondan at 3 g/kg MSC-vel. A kezelés befejezése
utdn az allatok Iépébél perfuzié ttjan nyert lymphocytdkat
sejttenyészetbe vittiik, ahol azok 1 pg/ml concanavalin A (Con-
A) kezelésben részesiiltek, majd 48 éra milva 0,4 pCi 3H-
timidinnel jelsltiik meg a DNS-szintézist folytatd sejteket. A
jelolddés mértékét liquid szcintilldcids szamlalé (Beckman)
segitségével hatdroztuk meg.

Amint azt az 5. tdbldzat mutatja,a Con-A szignifikdn-
san emelte a kezeletlen kontrollal szemben a 3H-TdR
beépiilést, tehdt a blastos transzformdciot.

5. tablazat: 3H timidin beéplilés kontroll és MSC kezelt egerek
léplymphocytaiba

1 pg/ml Con-A
Csoport itlag )
o em Y
Kontroll 3760,6 583,3

MSC 8041,8 857,1

A kdrositott immunvilasz restitutidjat legjobban
thymectomiaval részlegesen immundeficienssé tett ege-
reken végzett ko-izogen bdrdtiiltetési kisérletben mo-
dellezhetjitk. A C57B1/10 és a B1oLP egértorzsek csak a
H-3 locusban kiilonbdznek egymdstdl, igy az egyik
térzsrél a masikra oltott bér nem 7 napon beliil, hanem
mintegy 3 héten beliil 16kédik le. Ha a recipiens thymec-
tomidn esett dt, a lelok6dési id6 50 nap koriili
lesz atlagosan. Minden olyan szer, amely a csontvel6i
lymphocytdk érését, differencidléddsdt a thymus hor-
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monjaihoz hasonléan el6segiti, lerdviditi a borgraft ki-
15k6déséhez szitkséges idot (7). Ez kovetkezett be MSC
kezelés hatdsdra a kovetkezd kisérletiinkben (3).

Recipiensként C57B1/10 egereket, donorként BioLP egereket
haszndltunk. A recipiens egerek thymectomidn estek dt, majd 7
hét malva végeztiik a boratiiltetést, donorként BioLP egereket
haszndlva. Az MSC kezelést egy héttel a thymectomia utdn
kezdtiik meg, és per os adagoltunk naponta, gyomorszondan 4t
30 mg/kg MSC-t, heti 5 alkalommal. A kezelést 70 nappal a
béritiiltetés utdn fejeztiik be. A bérlelokddést naponta végzett
megfigyeléssel regisztraltuk.

A 6. tdbldzatbdl kitlinik, hogy a nem thymectomisalt
egerek esetében a bér lelokédése 21 (himek), ill. 28,7
(ndstények) nap volt, ez thymectomia hatdsdra 52,4, ill.
41,6 napra nyult meg. MSC kezelés szignifikdnsan
megroviditette a thymectomidn dtesett és kezelt egerek
esetében a bdrgraftok talélését. Ez arra utal, hogy a
kezelés hatdsdra a thymectomia utdn bekovetkezett im-
mundeficiencia jelentésen mérséklédott.

6. tablazat: MSC kezelés hatasa bérgraftok kilokodésére
(recipiens: C57BI10, donor: B10LP egér)

* Kilokédés ideje

Eemle éuag = au:: e
(napok) SEM (napok) SEM
Kontroll (thymectomia
nélkiil) 21,0 3,1 28,7 4,5
Kontroll (thymectomidn
dtesett) 52,4 5,0 41,6 5,5
MSC (30 mg/kg) 28,8* 8,6 32,6 4,5

*0,001<p<0,01 vs thymectomidn dtesett kontoll
**0,01<p<0,05 vs thymectomian dtesett kontoll

Az MSC szabadgyok-fogo aktivitasa

A szabad gyokok biolégai és patolégiai jelentGségét széles
korben tdrtdk fel az utébbi évtized kutatdsai (8). Tekin-
tettel a benzokinonok ismertetett, a szabad gyokok kép-
z8désére kifejtett hatdsdra, szitkségesnek ldttuk, hogy az
MSC szabadgyok-fogé aktivitdsat tanulmdnyozzuk. Mind
a szuperoxid gyokfogé (SSA), mind a hidroxil gyskfogé
(OH-SA) aktivitdst mértiik, elektron spin rezonancia spin
trapping (6) médszerrel. Az MSC-nek jelentds SSA-a van,
szamszertien kifejezve az MSC 1 mg-jdnak tiszta gyokfogd
aktivitdsa megfelel 5,64 pug szuperoxid dizmutdz (SOD)
aktivitdsdnak. Az MSC-nek OH-SA aktivitdsa nincs, vi-
szont zavarja a hidrogén-peroxid/Fe hidroxilgyok-képz6
rendszert, tehdt lehetséges, hogy tin. non-keldtor aktivitd-
sti. Erre vonatkozdan tovabbi vizsgdlatok sziikségesek.

Az MSC-vel végzett in vitro és in vivo vizsgdlataink ar-
ra utalnak, hogy ez a készitmény igen jelentds an-
timetasztatikus hatdsu tobb dllatkisérleti modellben. Ez
a hatds nagy valdszintséggel osszefiigg az in vivo és in
vitro egyardnt észlelt immunstimuldns hatassal,de az an-
tiproliferativ, apoptosist elgidézd és az adhéziora kifej-
tett, valamint szabadgyok-fogo effektusok is hozzdjdrul-
nak az dttétek szamdnak csokkentéséhez.



Toxikologiai vizsgalatok

A 77 napos toxikoldgiai vizsgdlatokat a Registry of
Industrial Toxicology Animal-data (RITA) ajdnldsai
alapjan végeztiikk (1), F344 patkdnyokon és C57B1/6
egereken. Az dllatokat naponta kezeltiik, 3 g/kg dézisban
(0,6 g/ml higitdsban). A kezelési periédusban figyelem-
mel voltunk az dllatok spontdn elhulldsdra, a testtomeg
valtozdsara. A kisérlet végén a sziv, tiidd, thymus, lép,
mdj, vese és here tomegét mértiik meg, majd korszovet-
tani vizsgdlatnak vetettiik ald a RITA dltal eldirt 34 szer-
vet. Spontdn elhullast nem észleltiink, az dllatok testto-
mege a kontrollnak megfelelden alakult. A kisérlet befe-
jezésekor a szervtomegek nem mutattak a kontrollhoz
viszonyitott eltérést. A kezelt dllatok szerveinek korszo-
vettani feldolgozdsa sordn semmi olyan jelet nem észlel-
tiink, ami a szer dltal okozott kdrosité hatdsra utalt volna.

Az MSC nem toxikus tdpldlékkiegészitéként keriil
forgalomba. Immun reconstitutiét létrehozé hatdsa mi-
att minden, az immunstdtus kdrosoddsdval jaré dllapot-
ban ajdanlhaté. Hatékonysdga felhaszndlhato lehet a
rosszindulati daganatok gyogyszeres kezelésének kiegé-
szitésében. In vivo és in vitro kisérleti adataink alapjdn a
készitménynek napi 5-15 g mennyiségben torténd ada-
goldsa javasolhato.
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