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Jo kauan on ollut tunnettua k#sitelli sybpdkasvaimia syto-
stattisilla aineilla, Melkein kaikkien sytostaattisten aineiden
haittana on niiden korkea myrkflliéyys ja yleisesti ottaen my®&s
héitallinen vaikutus terveiden solujen kasvuun. On my®s havaittu,
ettei tunnetuilla sytostaattisilla aineilla ole yht& hyvad tehoa
kaikkiin sy®pdlajeihin. My&s eri potilailla, joilla on samankaltai-
nen syépa,'sytostaattisteﬁ aineiden vaikutus on usein erilainen.
Jotta tdllaisissa tapauksissa voitaisiin valita sopivin sytostaatti-
nen aine ja kdsitelld syOpdkasvainta selektiivisesti ndin valitulla
‘aineella, Limburg ja Krahe ovat ehdottaneet kyseisestd sydpdkasvai-
mesta otetun kudosviljelmin kidyttdi mHdritettidessi eri sytostaattis-
ten aineiden vaikutus kasvaimeen, sa. onkobiogrammin midrittdmiseen.
Katso Deutsche Medizinsche Wochenschrift, vol. 89 (1964), sivu 1938.

Vaikka edelld mainitulla menetelmdlld on etuna, ettei poti-

laan elin tai elimet, joita on tarkoitus kédsitelld, joudu kyseistd



olevan kasvaimen suhteen tehottoman sytostaattisen aineen myrkky-
vaikutukselle altistetuksi, niin potilas joutuu kuitenkin suoraan’
altistetuksi sytostaattiselle aineelle. Tdllaisen aineen vaikutus
on osoittautunut vaurioita tuottavaksi varsinkin kdytettdessd suu-
ria annoksia ja pitkdd hoitoaikaa.

Keksinndn kohteena on lddkevalmiste kidytettdviksi eri sydpi-
lajien kdsittelyyn, jota valmistetta voidaan kdyttdi joko yksindin
tai yhdessd sellaisen sytostaattisen aineen kanssa, joka on spesi-
fisesti tehokas kyseessd olevan kasvaimen suhteen. Ld&kevalmiste
on potilaan hyvin sietdmd.

Tédmd sekd muut keksinndn kohteet selvidvidt seuraavasta seli-
tyksestd, esimerkeistd ja vaatimuksista.

Keksinndn mukaisessa menetelmdssd kidytetddn ldhtSaineena syd-
pdsoluja, joita saadaan tavallisella tavalla. Sydpidsoluja voidaan
saada esimerkiksi k&dsittelemdlld trypsiinilléd kirurgisesti poistet-
tua kasvainkudosta; ks. Limburg et al., Deutsche Medizinische
Wochenschrift, vol. 89 (1964), sivu 1938, joka liitet#ddn tdhdn vii-
tejulkaisuna. Seuraavassa kuvataan edullinen menetelmd sydpdsolujen
saamiseksi:

Aluksi haluttu pahanlaatuinen sydpdkudos poistetaan kirurgi-
sesti steriileissd olosuhteissa. Kudosta k&sitellddn trypsiiniliuok-
sella ja viljellddn sitten Leighton-putkissa kiilleliuskoilla. Pois-
tettu kudos hienonnetaan mekaanisesti steriileissd olosuhteissa
kudosmassaksi. T&116in on huolehdittava siitd, ettd kidytetdsdn vain
kiintedd vahingoittumatonta sydpidkudosta, jossa ei ole olennaises-
ti lainkaan verta tai kuolleita soluja. Kudosmassaan lis&dtdén
0,25-%:inen trypsiiniliuos fosfaattipuskuroidussa fysiologisessa
suolaliuoksessa (PBS), joka sisdltdd sterilointitarkoituksessa
100 yksikkdda/ml penisilliinid ja 0,1 mg/ml streptomysiinid, ja mas-
saa sekoitetaan sitten 37°C:ssa. Kun kyseessd on kiintedmpi, konsis-
tenssiltaan kovempi kudos, voidaan trypsiiniliuoksen pitoisuutta
lisdtd aina 2 %:iin asti. Noin 20 minuutin kuluttua irronneet yksit-
tdiset solut, jotka sisdltédvdt mahdollisimman vdhiisessid middrin ku-
dosta, kaadetaan toiseen steriiliin pulloon. Trypsiinin vaikutus
toiseen steriiliin pulloon kaadettuun solususpensioon keskeytetdadn
jddhdytt&mdlld suspensio jddhauteessa 4°C:seen. Timi sekoitus- ja

dekantointivaihe suoritetaan useampia kertoja, kunnes trypsiinik&-



sittelyyn kdytetyssd pullossa ei ole endd jdljelld kiintedd kudosta.
Trypsiinikdsittelyn pddtyttya jaahdytetﬁy solususpensio karkeasuo-
datetaan, edullisesti steriilin sideharsokerroksen ldvitse, jota

el ole kédsitelty kemikaaleilla. Suodos lingotaan kierrosnopeudella
noin 800 - 1 000 r/min ja solulaskeutuma erotetaan suodoksesta.

Trypsiinikdsittelyd ei tarvitse suorittaa sellaisille syOpi-
soluille, jotka ovat jo erillisind soluina, kuten esimerkiksi as-
kiitti- ja leukemiasyOpédsoluille.

Tdmdn jdlkeen syOpdsoluja kasvatetaan tunnetulla tavalla syo-
pédviljelmédn saamiseksi esimerkiksi edelld mainitussa julkaisussa,
Deutsche Medizinisceh Wochenschrift, kuvatulla tavalla. Seuraavassa
kuvataan solujen viljely:

Solulaskeutuma laimennetaan nestemdiselld ravintovdliaineel-
la konsentraatioon 2-4 x 106 eldvidid solua/ml, ja laimennettua solu-
suspensiota pipetoidaan yhtd suuret mddrédt noin 30 putkeen. Yhdestd
suspensiotipasta middritetddn mikroskoopilla aluslasilla laimennus.
Laimennus on sopiva, kun noin 125-kertaisella suurennuksella ndkd-
kentdssd on noin 20 solua. Putkikokeessa lisdtddn kuhunkin Leighton-
putkeen noin 1 ml nestettd. K&dytetylld ravintovdliaineella on edul-
lisesti seuraava koostumus:

Tilavuus-%
Morjan~-Morton-Parker -kudosviljelyvdliaine
(TCM) (DIFCO:n kaupallinen tuote) 25,0
Hank'in liuos (+1 % fenolipunaisen liuosta, joka

on valmistettu laimentamalla 0,5 g:sta fenoli-

punaista 0,05-m NaOH:ssa 20 ml:ksi 55,0
MEM-vitamiiniliuos (10-%:inen) 5,0
L-glutamiini (10-%:inen) 5,0
Vasikan seerumi 10,0

Ravintovidliaineeseen lisdtdidn steriiliyden varmistamiseksi
100 yksikkd&d/ml penisilliinid ja 0,1 mg/ml streptomysiinid.

Solususpensiota inkuboidaan inkubaattorissa 37%:ssa. Ravin-
tovdliaineen virin muutos punaisesta keltaiseksi osoittaa solujen
aineenvaihduntaa. Aina aineenvaihdunnan tapahduttua ravintovidliaine
vaihdetaan. Viljelmdn kasvua tutkitaan ja seurataan mikroskooppi-
sesti heijastuvalla valolla. Lidhtdaineen luonteesta riippuen vil-

jelmilld on erilaiset kasvuominaiguudet. Kohdun limakalvon sy®dvén



tai munasarjasydvédn solut voivat esimerkiksi kasvaa 48 tunnissa hy-
vinmuodostuneeksi solujen yksikerrokseksi. Muista pahanlaatuisista
kasvaimista saadut solut, kuten suomumaiset epiteelisy&pédsolut vaa-
tivat aina 120 tuntiin asti riippuen siitd, missd mddrin ne ovat
kypsyneet.

Soluviljelmien herkkyyskoe eri sytostaattien suhteen suori-
tetaan esimerkiksi Limburg'in et al., Deﬁgéche Medizinische

y Wochenschrift (cit. loc.) esittdmdllid tavalla. Seuraavassa kuvataan
tdtd menetelmdd ldhemmin:

Kokeisiin kdytetd&dn vain hyvin kasvaneita soluviljelmid.
Viljelymateriaalin md3rdstd riippuen viljelmédn herkkyyttd voidaan
kokeilla mink& tahansa sytostaatin suhteen. Yhden viljelmdn herkkyys
10-20 eri kemoterapeutin suhteen voidaan kokeilla samanaikaisesti
1isHamall4 kemoterapeutteja kuhunkin putkeen sopiviksi konsentraa-
tioiksi. Kutakin sytostaattia kdytetddn herkkyyskokeessa sellaisena
konsentraationa, jona sitd kdytetddn jatkuvassa tai jaksottaisessa
ihmislddkityksessé; ohj?konsentraatiot on esitetty taulukossa 1.
Eri sytostaatit ovat farmaseuttisten valmisteiden muodossa ja lisd-
t4&n sellaisina koeputkiin. Jatkuvasti tarkastelemalla viljelmid
mikroskoopilla, voidaan morfologiset vauriot useimmissa tapauksissa
havaita 24 tunnin kuluttua ja antimetaboliittejd kdytettdessd 48
tunnin kuluttua.

In vitro kokeissa kdytetdidn seuraavia terapiaan sopivia kon-
sentraatioita. Annokset on laskettu valmistajan suosittelemista kon=
sentraatioista, ja ne koskevat potilasta, jonka paino on keskimd&-

rin 60 kg, tai 1 m2:n kehon pinta-alaa tai noin 5 000 ml:n verimdd-

rad.
Taulukko 1

Sytostaattinen aine Konsentraatio (/ug/ml)

Syklofosfamidi (Endoxan) 33

Trietyleenitiofosforamidi (Thio-Tepa) 0,42

Podofylliinihappo-2-etyylihydratsidi (Proresid) 33
h —> VM 26 1
B Vinkristiini 0,017

Aktinomysiini D 0,05

Adriblastiini 1

5-fluoriurasiili 16,7

Ametopteriini (Methotrexate) 2



T&dl14 menetelmdllsd voidaan helposti mddrittdd minkid tahansa

mmuun sytostaattisen aineen laimennus.
Herkkyyskoe in vitro

IThmisen sydpdkudoksesta saadun viljelmdn herkkyys tai kestéd-
vyys mddritetddn puolikvantitatiivisesti. Tdydellisen kestivi vil-
jelmd vastaa tdysin kontrolliputkessa saatua. Osittaista aktivi-
teettia osoittaa mikroskoopilla tarkasteltaessa se, ettd noin 50 %
ndkdkentdssd olevista soluista on osittain hajonnut. Kun n&k&ken-
tdssd el ole lainkaan eldvid soluja ja vain joitakin kutistuneita,
kuolleita soluja, niin sytostaatilla on vahva vaikutus. Vain tidllai-
sen tuloksen katsotaan merkitsevdn tdyttd herkkyyttd. Keskimddrin
on havaittu ainakin kahden eri sytostaateilla kokeilluista viljel-
mistd olevan herkkid. Vain nditd viljelmid kdytetddn seuraavassa
kuvatussa soluterapiassa. Tdllaisia kokeita on suoritettu yli 3 000
vksityistapauksessa, jolloin ainutlaatuisena tuloksena on ollut,
ettd samanlaisessa paikassa esiintyvdstd kasvaimesta ja/tai histo-
logisesti samankaltaisesta kasvaimesta eri potilailla saaduilla kas-
vainsoluviljelmilld saattaa olla erilainen herkkyys saman sytostaa-
tin suhteen ja ettd metastaasien solut saattavat myds suhtautua sy-
tostaattiin eri tavalla kuin primaarisen kasvaimen solut.

Sybpédscluviljelmdkoe niiden herkkyyden midritt&miseksi eri

sytostaattien suhteen voidaan suorittaa in vivo rotan vastassa.

Herkkyyskoe in vivo

Kun kasvainmateriaalia on saatavana alle 20 g, niin sytostaat-
tinen herkkyyskoe suoritetaan in vivo kdyttden rotan vastaan sijoi-
tettua diffuusiokammiota. Solususpensio valmistetaan samalla taval-
la kuin in vitro menetelmdssd. Diffuusiokammio koostuu kahdesta
suotimesta, jotka on sijoitettu kahteen ruuveilla toisiinsa liitet-
tyyn teflon-renkaaseen. Suotimet toimivat puolildpdisevind mem-
braaneina. Niiden huokoskoko on valittu siten, ettd ne lipdisevit
nestettd, elektrolyyttejd ja proteiineja, mutteivit ldpiise soluija,
kuten leukosyyttejd, makrofageja ym. Suotimen sopiva huokoskoko on
noin 0,25 /um. Kammioon pannaan 0,3 ml valmistettua solususpensio-
ta.

Kammiot sijoitetaan heti valmistuttuaan umpisiitosrottakan-

taan BDZ2 kuuluvien rottien vatsaonteloon. Kutakin eldinti kohti



kdytetddn kaksil kammiota. Kammioiden sijoittamisen jdlkeen vatsa-
kalvo ja vatsanahka suljetaan. T&lld tavoin kasvainsolut pysyvédt
100-%:isesti membraanisuotimilla, jossa ne saavat kasvaa.
Viidentend pdivdnd diffuusiokammioiden vatsaonteloon sijoit-
tamisen jdlkeen injektoidaan kunkin rotan vatsaonteloon useita ker-
toja sytostaattista ainetta. Samoin kuin in vitro menetelmissd on
konsentraatio sama kuin ihmiselld terapiassa. 48 tunnin kuluttua
viimeisestd injektiosta rotat tapetaan ja diffuusiokammiot poiste-
taan. Membraanisuotimet erisﬁetéén ja kiinnitetd&n ja solut mddri-
tetddn Papanicholaou'n menetelmdlld. Sytotoksinen aktiviteetti mdd-
ritetddn kdyttden edelld in vitro kokeen yhteydessd kuvattuja mor-

fologisia kriteerejd.
Solujen heikentdmiskdsittely

Kun solujen herkkyyttd eri sytostaattisten aineiden suhteen
on edelld kuvatulla tavalla kokeiltu, havaitaan ké&dsittelemdttdmien,
alkuperdltdidn edelld kokeiltujen solujen kanssa samanlaisten sySpéd-
solujen heikkenevdn, kun niit3d k&sitelld&dn esilld olevan keksinndn
mukaisella menetelmdlld.

Keksinndn mukaisen menetelmin suorittamisessa on olennaista,
ettd kun tietyn soluviljelmdn suhteen paras mahdollinen sytostaatti-
nen aine on saatu varmistetuksi, niin soluja kdsitellddn t&lld ai-
neella siten, ettd ne eividt tdysin kuole, vaan ainoastaan osittain
heikkenevadt. Ta&mdn saavuttamiseksi on huolehdittava siitd, ettd in-
kubointiaika sytostaattisen aineen ldsndollessa ei ole liian pitkd.
Kuten voidaan odottaa, niin eri soluV1ljelm1en tarvitsemat inku-.
bointiajat vaihtelevat viljelmdstd ja sytaatln aktiivisuudesta riip-
puen. Heikkenemisen jatkumista voidaan seurata noin l25-kertaisella
mikroskooppisuurennuksella. T&mdn voi alan asiantuntija suorittaa
vaikeuksitta. Inkubointia jatketaan edullisesti, kunnes mikroskoop-
pitutkimuksessa havaitaan, ettd vain noin 30-70 %, edullisesti noin
40-60 % soluista on vahingoittumattomia. Sopivaksi inkubointiajak-
si on yleensd osoittautunut noin 4-15 tuntia, ja varsinkin noin
6-12 tuntia. Inkubointi suoritetaan edullisesti noin 37°C:ssa.

Heikentd@miskdsittelyssd kédytetddn kutakin sytostaattista ai-
netta samassa konsentraatiossa kuin edelld kuvatussa kokeessa.

Heikentdmiskdsittely suoritetaan edullisesti seuraavasti:

Edelld kuvatulla tavalla trypsiinikdsittelystd saadut solut, joita



el ole kdsitelty sytostaattisella aineella, viedddn ravintovidliai-
neeseen suspendoituina Roux-pulloihin, ja kuumennetaan inkubaatto-
rissa 37°C:seen. Edelli mainitussa kokeessa parhaat tulokset anta-
nutta sytostaattia lisdt&&8n pulloihin taulukossa 1 ilmoitetut kon-
sentraatiot.

Kun solut on sopivasti heikennetty haluttuun asteeseen, vil-
jelmd pestddn perusteellisesti sytostaattisen aineen poistamiseksi.
Tdmdn vaiheen tarkoituksena on heikentdd sytostaattisen aineen vai-
kutusta soluihin ja estdi sytostaattisen aineen reaktion jatkuminen
solujen kanssa tai estdd solujen mahdollinen kuoleminen. Pesunestee-
nd kdytetddn edullisesti fosfaattipuskuroitua suolaliuosta, vaikka
myds muita fysiologisesti hyvdksyttdvid liuoksia voidaan kdyttad.

Haluttuun asteeseen heikennetyt solut lingotaan sitten 10
minuutin ajan kierrosnopeudella 800 - 1 000 r/min ja suspendoidaan
edullisesti fysiologisesti hyvédksyttdvéddn nesteeseen, kuten fysio-
logiseen suolaliuokseen tai vasikanseerumiin. Saadussa farmaseutti-
sessa valmisteessa, joka laimennettuna on valmista kdytettdvdksi,
on tdten kdsiteltyjd soluja edullisesti noin 106 solua/ml.

Keksinn®n mukaisesti valmistetut p#&eparaatit valmistetaan
edullisesti juuri sen potilaan kasvannaissoluista, jota on tarkoitus
kdsitelld. Tdten taataan erityisen hyvd siedettdvyys ja optimiakti-~
viteetti. On huomattava, ettd tietyissd tapauksissa ei erilaisista
syistd johtuen ole mahdollista valmistaa preparaattia juuri sen po-
tilaan soluista, jota tullaan kdsittelemddn. Tdllaisia syitd ovat
preparaatin valmistukseen tarvittavan ajan niukkuus tai sellaisten
henkil6iden puuttuminen, jotka pystyvdt suorittamaan preparaatin
valmistuksessa tarvittavan sySpdsoluviljelmdn kokeilun tai kokei-
luun tarvittavan laitteiston puuttuminen. Tdllaisissa tapauksissa
voidaan kdyttdd muiden potilaiden syOpdkasvaimista otetuista soluis-
ta tehtyjd valmisteita. On tietenkin edullisinta kédsitelld potilas-
ta preparaatilla, joka on valmistettu samanlaisen syOpdkasvaimen
soluista, kuin se, jota aiotaan kdsitelld. Esimerkiksi munasarjasy®-
pdd sairastavaa henkil®i kdsitellddn preparaatilla, joka on valmis-
tettu muiden potilaiden munasarjasyopdkasvaimista. On myds mahdol-
lista valmistaa sekapreparaatteja, jotka sisdltdvat erilaatuisista
syOpdkasvaimista saatuja soluja, kuten heikennettyjd rinta- ja muna-

sarjasyGpdsoluja.



Keksinn6n mukaiset farmaseuttiset valmisteet ovat pysyvii
suspensioina noin 4 viikkoa niit§ sdilytettidessi noin 4°c:ssa. va-
rastointiajan pidentdmiseksi farmaseuttiset valmisteet voidaan &kki-
jddhdyttdd aina lémpdtiloihin -80°C asti. Syv&jaddytettyind valmis-
teet sdilyvdt noin vuoden ajan. T&l18in ne edullisesti pakataan tii-
viisiin pakkauksiin ja niissd kdytet&idn jonkin verran ylimddrin ra-
vintoliuosta. Farmaseuttisia valmisteita voidaan varastoida myds pi-
tempid aikoja lyofilisoituina.

Keksinn®dn mukaisia farmaseuttisia valmisteita voidaan antaa
lddkeeksi milld tahansa sopivalla tehokkaalla tavalla, kuten ihon-
alaisena tai lihaksensisdisend injektiona tai suonensisdisend in-
fuusiona. Edullisin l&dkkeenantotapa on ihonalainen tai lihaksensi-
sdinen injektio.

Edullisessa kdsittelymenetelmdssd potilaalle annetaan joka
kdsittelykertana noin 1 ml keksinndn mukaista solususpensiota, joka
on laimennettu noin 1l0~kertaisesti ja sisdltdd noin lO6 solua. Ka-
sittely toistetaan sopivasti 5-6 kertaa noin 48 tunnin v&liajoin,

On havaittu, ettd potilas, jota on kdsitelty keksinndn mukaisella
farmaseuttisella valmisteella, sietdd huomattavasti paremmin vas-
taavaa kemiallista sytostaattista ainetta. Tdstd syystd on erittdin
suositeltavaa, ettd potilasta sen jdlkeen, kun hén on saanut sarjan
kdsittelyjd keksinndn mukaisella valmisteella, ka51tellaa noin 8 vrk
sytostaattisella aineella tavanomaisella tavalla. Tamd aspekti sel-
vidd seuraavista kliinisista tutkimuksista, jotka on esitetty kek-

sinndn valaisemiseksi ja selventdmiseksi.
Esimerkki

Kdytettiin seuraavia reagensseja ja liuoksia:

Pesuliuos valmistettiin lisddm&lld 80 ml liuosta A, 100 ml
liuosta B, 100 ml liuosta C ja 50 ml antibiocottiliuvosta pulloon ja
laimentamalla kahdesti tislatulla vedelld 1 000 ml:ksi.

Liuos A valmistettiin liuottamalla seuraavat aineet 400 ml:aan

kahdesti tislattua vettéd:

NacCcl 40,0 g
KC1l 1,049
Na2HP04-2HZO 5,75 g
KH,PO, 1,0 g



Liuos B valmistettiin liuottamalla 500 ml:aan kahdesti tis-
lattua vettd:

Cacl, 0,59

Liuos C valmistettiin liuottamalla 500 ml:aan kahdesti tis-
lattua vetti:

MgC12-6H20 0,5 g
Liuckset A, B ja C steriloitiin autoklaavissa ja sdilytettiin 4°c:ssa.

Antibioottiliuos

300 ml:aan kahdesti tislattua vettd liuotettiin
penisilliinid (Griinenthal, Stolberg) 6 000 000 I.U.
streptomysiinid (Specia, Pariisi) lg

Livosta sdilytettiin -20%C:ssa.
Trypsiiniliuos valmistettiin 37°C:n vesihauteessa,

Trypsiinijauvhe (Serva-Heidelberg) 25 g

Hank'in liuos (BSS) (katso jdljempdd) 475 ml
Liuvos suodatettiin steriileissd olosuhteissa, tdytettiin pieniin
pulloihin ja sdilytettiin -20%C:ssa. Trypsiinikdsittelyd varten
livos laimennettiin haluttuun pitoisuuteen pesuliuoksella.

Behring IV ravintoliuos

Hank'in liuos (55 ml perusliuosta A + 55 ml
perusliuosta B + 1 100 ml kahdesti tislat-~

tua vettd) 1 100 ml
kudosviljelyvdliaineliuos 500 ml
vasikanseerumi - 200 ml
vitamiiniliuos 100 ml
glutamiiniliuos 100 ml
antibioottiliuos 10 ml

Seos suodatettiin steriileissd olosuhteissa, tédytettiin pul-
loihin ja sdilytettiin ~-20°:ssa. Ennen kdyttdd ravintoliuoksen pH
sdddettiin arvoon 6,8 - 7,2 natriumvetykarbonaattiliuoksella (22 g
NaHCO., ja 478 ml kahdesti tislattua vettd).

Hank'in perusliuos A valmistettiin liuottamalla seuraavat ai-

3

neet 250 ml:aan kahdesti tislattua vetti:

NaCl 40,0 g
KC1 2,0 ¢
MgSO4-7H20 0,5 g
MgClZ-GHZO 0,5g
CaCl2 0,7 g

Liuosta sdilytetddn 4°C:ssa.
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Hank'in perusliuos B valmistettiin liuottamalla seuraavat

aineet 240 ml:aan kahdesti tislattua vetti:

NazHPO4-2H20 0,3 ¢
KH, PO, 0,3 g
Glukoosi 5,0 g
Fenolipunaisen liuos (1 %) 10,0 ml

Liuvuosta sdilytetddn 4%c:ssa.

Fenolipunaisen liuos

Fenolipunainen 0,549

0,05-m NaOH 15 ml
Fenolipunainen liuotettiin kylm&dn NaQH-liuokseen 30 minuutin ku-
luegsa ja liuos laimennettiin sitten 50 mli:ksi kahdesti tislatulla
vedelld. Liuosta sdilytetddn 4°c:ssa.

TCM-liuos

TCM-jauhe (Morgan-Morton-Parker, Difco

Laboratories, Detroit, USA) 5,549
Hank'in perusliuos A _ 25 ml
Hank'in perusliuos B 25 ml

perusliuosten seos laimennettiin kahdesti tislatulla vedelld 500

ml :ksi. Jauhe liuotettiin tdhidn liuokseen.

Glutamiiniliuosg

Glutamiinijaunhe (Difco Laboratories) 10,0 g
Hank'in perusliuos A 7 ml
Hank'in perusliuos B 6 ml

Perusliuosten seos laimennettiin kahdesti tislatulla vedelld 100
ml:ksi. Glutamiinijauhe liuotettiin saatuun liuokseen.

Vitamiiniliuos

Vitamiini (MEM 100 x, Boehringer, Mannheim) 100 ml

Hank'in perusliuos A 50 ml

Hank'in perusliuvos B 50 ml
Perusliuosten seos laimennettiin kahdesti tislatulla vedelld 900
ml:ksi ja vitamiinit lisdttiin. Saatu liuos suodatettiin steriileis-
sd olosuhteissa, tdytettiin pieniin pulloihin ja sdilytettiin
—ZOOC:ssa.

Vasikan seerumi

Vasikansikidn seerumia (Boehringer, Mannheim) sdilytettiin

-20°:ssa Jja sulatettiin ennen kdyttdd vesihauteessa 37%:ssa.



11

46 vuotiaan potilaan vaiheessa T4NSMlc olleesta, poistetusta
munasarjakasvaimesta otettua kudosta (50 g) hienonnettiin yhdessd
0,5-%:iseksi laimennetun trypsiiniliuoksen (700 ml) kanssa ja seos
pantiin 1 000 ml:n pulloon. Seosta sekoitettiin magneettisekoitta-
jalla 10 minuuttia. P&E113E oleva neste kaadettiin samansuuruiseen
jdilld ja&dhdytettyyn pulloon. Kudos—-trypsiiniseoksen sekoitus ja
pddlld olevan nesteen dekantoiminen suoritettiin neljd kertaa. Nel-
jdnnelld kerralla saatiin kirkas pddlld oleva neste. Yhdistetyt
pddlla olevat nesteet ja jdljelld oleva kudos suodatettiin sitten
steriilin sideharson l&dvitse. Suodos lingottiin 10 minuutin ajan
kierrosnopeudella 800 - 1 000 r/min. Laskeutunecelle aineelle kaadet-
tiin 100 ml perusliuosta ja saatu seos lingottiin uudelleen.

Saatuun sedimenttiin pipetoitiin hyvin sekoittaen 5 ml ravin-
toliuosta, ja seos laimennettiin sitten ravintoliuoksella 400 ml:ksi.
Laimennuksen j&dlkeen solususpension todettiin Zeiss'in kddnteismik-~
roskoopilla 125-kertaisella suurennuksella tarkasteltaessa sisdlté-
vdn noin 20-25 solua ndkdkentdssid. Laimennettu solususpensio jaet-
tiin koeputkiin, 1 ml kuhunkin, ja Roux-pulloihin 100 ml kuhunkin.
Solujen kasvun ja metabolian tarkkailu ja muistiinmerkitseminen suo-
ritettiin pdivittdin 6 vrk:n ajan. Heti, kun ravintoliuoksen vari
muuttui punaisesta keltaiseksi, ravintoliuos vaihdettiin. Solujen
kasvu oli hyvd sclususpension oltua inkubaattorissa 37°%:ssa 6 vrk.

Putkissa olevilla soluviljelmilld suoritettiin edelld kuvat-
tu in vitro koe taulukossa 1 luetelluilla sytostaateilla taulukossa
mainituilla konsentraatioilla. 24 tunnin kuluttua mddritettiin so-
lujen morfologiset vauriot mikroskooppisesti. Solususpensio osoit-
tautui herkdksi seuraavien sytostaattien suhteen: adriblastiini,
vinkristiini ja proresidi. Kaikki muut luetelluista sytostaateista,
tdssd tapauksessa kuusi sytostaattia, osoittautuivat tehottomiksi.

Tdm&n jédlkeen kokeessa kdytettiin neljdlld edelld olevalla
menetelmdlld valmistettua solususpensiota sisdltdvidd Roux-pulloa,
joiden sisdltdd kokeiltiin taulukossa 1 ilmoitetuilla konsentraa-
tioilla. Yksi pullo jdi kdsittelemdttOmdksi kontrollindytteeksi. Sy-
tostaattisten aineiden, adriblastiinin, vinkristiinin ja proresidin
vaikutettua soluihin 12 tuntia, ndytteitd tarkasteltiin mikroskoo-
pilla, jolloin havaittiin, ettd vain 60 % soluista oli muuttumatto-

mia. Solut erotettiin linkoamalla 10 minuuttia kierrosnopeudella
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800 - 1 000 r/min. Laskeutumalle lisdttiin 10 ml uutta ravintoliuos-
ta. Saadut heikennetyt solut suspendoitiin ravintoliuokseen kon-

sentraationa 106 solua/ml. Suspensiota sdilytettiin 4°¢:ssa.

In vitro koe

Joukkoon koeputkia lisdttiin kuhunkin 1 ml kdsittelemdtdntd
solususpensiota, joka sisdlsi 106 solua/ml. Ndm& solut oli saatu
edelld kuvatulla tavalla kdsittelemdlls sydpdkudosta trypsiinilli,
mutta niitd ei kuitenkaan oltu kdsitelty sytostaattisella aineella.
Kuhunkin putkeen lisdttiin pdivittdin 6 vrk:n ajan 0,3 ml yhtd edel-
14 saatua valmistetta, joka sisidlsi adriblastiinilla, vinkristiinil-
ld tai proresidilla heikennettyjd soluja. Kokeen aikana putkia in-
kuboitiin 37°C:ssa. 7-9 vrk:n kuluttua noin 80-90 % kussakin put-
kessa olevista kdsittelemdttomistd soluista oli keksinndn mukaisen
valmisteen vaikutuksesta tuhoutunut. Koska sytostaattinen aine oli
huclella pesty pois valmisteista, voitiin todeta t&mén tuloksen joh-

tuvan solujen vidlisestd reaktiosta.

Kliininen ké&sittely

Edelld olevien koetulosten perusteella sekd muiden samanluon-—
teisten lisdkokeiden perusteella ja eldinten sydpdkasvainten soluil-
la suoritettujan kokeiden jdlkeen keksinndn mukaisia valmisteita
kdytettiin kliiniseen terapiaan. Yhtd poikkeusta lukuun ottamatta
kaikilla potilailla oli myShdisessd vaiheessa oleva sydpd, joka
kirurgisista toimenpiteistd, sddehoidosta ja/tai sytostaattikdsitte-
lystd huolimatta luokiteltiin kuuluvan vaiheeseen T 4 N3-5 Mlc
(luokitus: Union International contre le Cancer). T&llaisten poti-
laiden keskim&drdinen elinaika on alle 60 vrk. Keksinn®én mukaisia
valmisteita kdytettiin pddasiassa lisd-immuuniterapiana, jolla py-
rittiin vahvistamaan immuunisysteemid ennen sytostaattikdsittelyd
vastaavalla sytostaattisella aineella. Kaikkiaan kédsiteltiin 22 po=-
tilasta, joille kaikille oli ilmoitettu heiddn tilansa ja suunnitel-
tu k&sittely. 14 potilaalla oli pahanlaatuinen munasarjasyOpid (yh-
delld potilaalla sy®pd johtul mesosigmoidisy®vidn uusiutumisesta).
neljdlld rintasydpd, yhdelld haimasyOpd, yhdelld retikuloendoteeli-
sarkooma, yhdelld umpisuolisarkooma ja yhdelld kohdun runko-osan

syopé.
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Potilaista otettiin kirurgisin toimenpitein sy®pdkudosta, ja
kudosnédytteitd kasiteltiin edelld kuvatulla tavalla keksinndn mu-
kaisten valmisteiden saamiseksi. Kullekin potilaalle annettiin erik-
seen valmistettuja solususpensioita kaikkiaan 6-8 kertaa 10 ml an-~
noksina intragluteaali-injektioina. Jokainen 10 ml:n annos sisdlsi
106 solua eli 1 ml valmistetta ravintoliuoksessa ja 9 ml fysiolo-
gista keittosuolalivosta tai vasikanseerumia. Joissakin tapauksissa
annettiin haluttaessa kunkin 10 ml:n annoksen yhteydessd 1 ml
0,5-%:ista lidokaiiniliuosta (ksylokaiini). Ensimmiisessd hoitosar-
jassa injektioiden lukumiiri riippui saatavissa olevien solujen lu-
kumddrédstd, ja injektioita annettiin useimmissa tapauksissa 5-8 in-
jektiota 48 tunnin vdliajoin. 8-20 vrk odotusajan jdlkeen (huonokun-
toisimmilla potilailla odotusaika oli yl&drajalla) sytostaattikdsit-
tely suoritettiin yksildllisten koetulosten mukaan, useimmissa ta-
pauksissa seuraavan ohjelman mukaisesti: 1 mg vinkristiinid suonen-
sisdisend injektiona; kuuden tunnin kuluttua adriblastiinia suonen-
sisdisesti 40 mg kehon pinnan mzza kohti; 48 tunnin kuluttua sykloe-
fosfamidia tai proresidia 25 mg/kehonpaino-kg liuotettuun 500 ml:aan
fysiologista suolaliuosta. Adriblastiinin myrkyllisyydestd johtuen
kahden sytostaattikdsittelysarjan vdliin jatettiin kolmen viikon
vdliaika ennen kuin kaikkiaan 550 mg adriblastiinia annettiin,. Mil-
loin koetulos osoitti syOpdsolujen sietdvdn kdytettyd sytostaattia,
otettiin k&yttddn viikon vdliajoin toinen sytostaattinen aine, ku-
ten 5-FU, metotreksaatti, leukoveriini tms.

Tdlld kdsittelylld potilaiden tila parani sek& subjektiivi-
sesti ettd objektiivisesti arvostellen. Paikallisia tai yleisid
sekundaarisia vaikutuksia ei esiintynyt. Vaikka solususpension voi-
tiin olettaa olevan myrkyllistd, niin sen injisoiminen ei aiheutta-
nut paikallista tai yleistd punotusta tai turvotusta. Kivun tunnet-~
ta tail vastaavaa reaktiota ei havaittu. Paraneminen oli siinid mddrin
pysyvanlaatuista, ettd kaikissa tapauksigsa voitiin viimeistddn 20
vrk:n kuluttua aloittaa normaalisti vaarallinen sytostaattiterapia.

Neljdlle edelld mainituista 22 potilaasta ei annettu jalki-
hoitona sytostaattihoitoa, koska he kieltdytyivédt siitd tai heidén
kasvaimensa olivat selvdsti liian pitk&dlle kehittyneit&. Kuitenkin
ndidenkin potilaiden elinaika oli epdtavallisen pitkéd. Esimerkiksi

60 vuotiaalle naiselle, jonka rintasydpd oli yli nyrkinkokoinen ja
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jolla oli luumetastaaseja sekd osoitetusti aivometastaaseja, suori-
tettiin rinnan poisto ja sen jdlkeen kidsittely keksinndn mukaisel-
la valmisteella. Ilman muuta terapiaa hdn eli vield 270 vrk.

Viittd potilasta kdsiteltiin myds heterologisilla sydpdsolu-
suspensioilla, joita he hyvin sietivit.

Kaikkien potilaiden hengissdpysymisaika on t&8113 hetkelld kes-
kimddrin 350 vrk, joka on lidhes kuusinkertainen aikaisempaan kes-
kiarvoon verrattuna. Viisi potilasta oli edelleen hengissd 245-665
vrk kuluttua. Ndistd kolmella ei esiintynyt kasvaimen uusiutumista,
joihin kasvaimiin hoito oli siten tehonnut. Kaikki kdsitellyt poti-
laat olivat hyvédssd yleiskunnossa.

Seuraavassa kuvataan edelld mainituista 22 potilaasta erik-
seen kahden kidsittely sekd lisdksi yhden muun potilaan kdsittely
keksinndn mukaisella valmisteella.

1) 46 vuotiaalla potilaalla oli sairaalaan tullessaan molem-
missa rinnoissa kasvaimet, jotka olivat olleet niissd jo kaksi vuot-
ta, sekd suuria kasvaimia vatsassa. Potilas oli erittdin huonossa
yleiskunnossa. Yleisen esihoidon jdlkeen h&nen molemmat rintansa,
joissa sySpd oli laajalti levinnyt, sek8 imusolmukkeet kainaloista
poistettiin kirurgisesti kahdessa leikkauksessa kesdkuussa 1978.

14 vrk myShemmin poistettiin kohtu ja kaksi munasarjakasvainta.
Muuta sy®pdkudosta vatsapaidassa ja vatsakalvossa, imusolmukkeissa
Ja muissa paikoissa ei voitu kirurgisesti poistaa. Potilas ei saa-
nut sddehoitoa, vaan hédnelle annettiin 12 injektiota keksinndn mu-
kaista valmistetta, joka oli valmistettu hinen omista esikdsitellyis-
td sybpdsoluistaan (edelld olevan esimerkin mukaisesti), ja sen jal-
keen hén sai yhdistettyd kemoterapiaa. Potilas toipui t&dydelleen
immuuniterapian aikana ja sieti hyvin sitd seuraavaa sytostaatti-
kédsittelyd. Kaikkiaan 12 kuukauden kuluttua potilas ilmoitti ole-
vansa hyvdssd kunnossa. H&n pystyi hyvin hoitamaan tydnsd eikd va-
littanut mitdén vaivoja. Kliinisissd tutkimuksissa ei havaittu kas-
vainten uusiutumista vatsan alueella eikd rinnan alueella. K&sit-
telyn alussa hdnen kasvaintilanteensa oli vaiheessa T4 N5 Mlc.

2) 32 vuotiaalla potilaalla oli sairaalaan tullessaan suuri
kasvain vatsassa. Hdnen kohtunsa ja sen kaksi sivuelintd oli pois-
tettu toisessa sairaalassa vuotta aikaisemmin suhteellisen munasar-

jasytpdkasvaimen vuoksi. Tédmin johdosta hén oli saanut myds syto-
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staattihoitoa. Aikaisempi munasarjasydpi aiheutti uusiutuessaan
ldhes lapsen pddn kokoisen mesosigmakasvaimen, joka poistettiin.
Mesosigmakasvaimen poistoa ei voitu suorittaa tdydellisesti siten,
ettd vain tervettd kudosta olisi jddnyt. Potilaalla oli myds mata-
staaseja imusolmukkeissa ja lantion seinimissd. Potilaalle suori-
tettiin leikkauksen jalkeen lisdhoitona immuuniterapiaan antamalla
12 injektiota hénen omista kasvaimistaan valmistettua éreparaattia.
Koska potilas sitten muutti pois, ei h#dnelle voitu antaa sytostaat-
tihoitoa tdmdn jdlkeen. Potilas palasi useita kertoja jidlkitarkas-
tukseen. 11 kk immuuniterapian alkamisesta hdnen terveydentilansa
0li erinomainen eikd kliinistd indikaatiota uusiutumisesta havaittu.
Koko vatsa oli kasvaimista vapaa.

3) 41 vuotiaalla, edelli kuvattuun potilasryhmddn kuulumat-
tomalla potilaalla o0li sairaalaan tullessaan Tl vaiheessa oleva
pieni kyhmy, joka oli mahdollisesti sySpdkasvain, vasemmassa rinta-
rauhasessa. Mammografian, termografian ja solututkimuksen tulokset
olivat vasemman rinnan suhteen positiiviset ja epdvarmat oikean
rinnan suhteen, jossa oli pieni kyhmy (Papanicolaou 3). Vasemmasta
rinnasta poistettu kasvainkudoksen histologinen tutkimus osoitti
sen olevan kovasyOpdtyyppid oleva rintasy®pd (T1 Nx Mo), jonka l&pi-
mitta o0li noin 2 cm. Tamdn potilaan tapaus kuvataan erillisend,
koska hédnen syOpdkasvaimensa oli vasta alkuvaiheessa. Potilas suos-
tui yksinkertaiseen nisdn poistoon vasemmasta rinnasta, mutta kiel-
tdytyi oikeaan rintaan kohdistuvista toimenpiteistd. Hdn kieltdy-
tyi myOs sytostaatti- tai muusta hoidosta, mutta suostui soluhoitoon.
Keksinndn mukaisesti hdnelle annettiin heterologista solukdsittelyéd
valmisteella, joka oli valmistettu toisesta potilaasta saaduista
rintasydpdsoluista, joita oli kdsitelty keksinndn mukaisesti. Solu-
kédsittely suoritettiin edelld kuvatun menetelmdn mukaisesti joka
toinen pdivd antamalla kuusi lihaksensisdistd injektiota 10 ml:n
solususpensioannosta, joista jokainen sisdlsi lO6 solua. 12 kk ka-
sittelyn jdlkeen potilaan syOpd ei ollut uusiutunut. Oikeassa rin-
nassa oleva mahdollinen kasvain oli tdysin havinnyt.

Edelld olevista tutkimuksista ilmenee, ettd useimmissa ta-
pauksissa ei ollut mahdollista antaa riittdvan suuria annoksia ma-
teriaalin puutteen vuoksi. Edullisesti kullekin sy®pdpotilaalle

tulisi antaa hoitosarja, joka kdsittdd 5-6 injektiota aina 48 tun-
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nin vdliajoin yhden kuukauden aikana, sitten joka kolmas kuukausi
ja sen jdlkeen vastaavina kuukausina neljdn perdkkdisen puolivuoden
aikana ja lopuksi vastaavina kuukausina useiden perdkkdisten vuo-
sien aikana. Tédllaisia k&sittelyjd voidaan suorittaa ainoastaan
heterologisilla sydpdsoluilla, jotka tulisi ottaa mahdollisuuksien
mukaan samankaltaisista elimistd, jollei autologisia soluja ole saa-
tavissa. Heterologiset syOpdsolut voidaan sekoittaa suhteessa 1:1
lyofilisoitujen sydpdsolujen kanssa, joita ei tarvitse esikdsitelli.
Haluamatta sitoutua mihinkd8n erityiseen teoriaan, hakija
katsoo seuraavan perusteella keksintdnsi mukaisesti tuotettujen
valmisteiden olevan tehokkaita sy®vidn hoidossa: Keksinndn mukainen
sydvidn kdsittelymenetelmd kehitettiin perustuen olettamukseen, ettd
pahanlaatuinen kasvainsclukko alkaa kasvaa kehospesifisten solujen
autonomisen, progressiivisen ja liiallisen uudiskasvun johdosta.
Keksinndn mukainen menetelmid perustuu suurelta osalta potilaan im-
munologisen vastustuskyvyn parantamiseen ennen sytostaattihoidon
alkamista antamalla potilaalle injektioina ultrasuodatettuja keho-
spesifisid sytostaattiesikdsiteltyjd sy&pdsoluja, kuten edelld on

kuvattu.
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Patenttivaatimukset:

1. Menetelmd valittujen sybpdsolujen eristidmiseksi, vilje-
lemiseksi ja kasvattamiseksi, tunnet tu siiti, ettd

1) sytpdkasvaimesta otetaan sy&pédsoluja,

2) naitd soluja viljellddn inkuboimalla kasvuvdliaineessa
solunkasvatusolosuhteissa, jolloin saadaan soluviljelma,

3) etukdteen mddrdttyihin, vaiheesta 2 saatuihin useisiin
soluviljelmdn annoksiin lisdtddn useita eri sytostaattisia ainei-
ta, ja kunkin sannoksen saamat ndkyvdt morfologiset vauriot havai-
taan,

4) sytostaattisista aineista valitaan sellainen, Jjoka aiheut-
taa mainituille, sille herkille soluille ndkyvid morfologisia vau-
rioita,

5) vaiheessa 2 valmistetun viljelmdn loppuosaa kdsitellddn
vaiheessa 4 valitulla sytostaattisella aineella inkuboimalla siten,
ettd noin 30-70 % soluista mikroskooppitarkastelussa osoittautuu
vaurioitumattomiksi ja ettd mainitut solut eivdt tdysin kuole, vaan
ainocastaan osittain heikkenevit,

6) vaiheessa 5 saadut heikennetyt solut pestddn fysiologi-
sesti hyvdksyttdvdlld liuoksella olennaisesti kaiken sytostaatti-
sen aineen poistamiseksi heikennetyistd@ soluista, ja

7) ndin k&sitellyt solut suspendoidaan fysiologisesti hyvdk-

i syttdvddn nesteeseen farmaseuttisesti hyvdksyttdvin valmisteen

. Lﬂ:_ r-j’*

saamiseksi.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t unne t =
t u siitd, ettd vaiheen 5 inkubointi suoritetaan noin 4-~15 tunnin
aikana.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd, t unnet -
t u siitd, ettd vaiheen 5 mukainen inkubointi suoritetaan noin
6~-12 tunnin aikana. »

4., Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnet -
t u siitd, ettd vaiheen 5 mukainen inkubointi suoritetaan noin
37°C:ssa.

5., Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnet -
t u siitd, ettd vaiheen 5 mukainen inkubointi suoritetaan siten,

ettd noin 40-60 % soluista jdd vaurioitumattomiksi.
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6. Patenttivaatimuksen 1 mukaisella menetelmdllid valmistet-—
b Coltareeitu syOvdn selektiiviseen hoitoon tarkoitettu farmaseuttinen valmis-~

v

te, tunnettu siitd, ettd se sisdltdd sytpidsoluja, jotka

R PRI IR A

on heikennetty kédsittelemdlli syostaattisella aineella, jonka suh-
teen sydpdsolut ovat herkkii. |

7. TFarmaseuttinen valmiste valittujen sydpdkasvainten ki-
sittelyyn, tunnettu siitd, ettd se sisdltdd olennaisesti
patenttivaatimuksen 1 mukaisella menetelmdlld valmistettuja heiken=-
nettyjd sybpdsoluja suspensiona.

8. Menetelmd sellaisten heikennettyjen, valittujen syOpd-
solujen suspension valmistamiseksi, joihin valitun sytostaattisen
aineen sytostaattinen aktiivisuus vaikuttaa, t unn e t t u siiti,
etti sydpdsolujen soluviljelmdd kdsitellddn sytostaattisella ai-
neella, joka vaikuttaa ndihin soluihin, ja ettd soluja inkuboidaan
td1ll6in niin kauan, ettd mikroskooppitutkimus osoittaa vain noin
30-70 % mainituista soluista olevan vaurioitumattomia, ja ettd ndin
heikenﬁetyt solut pestddan fysiologisesti hyvadksyttdvalld liuoksel-
la sytostaattisen aineen poistamiseksi siitd.

_ 9. Farmaseuttinen valmiste valittujen sydpdkasvainten kda-
sittelyyn, tunnet tu siiti, etti se koostuu patenttivaati-

muksen 8 mukaisella menetelmdlld valmistetusta heikennettyjen syd-

pdsolujen suspensiosta.
10. Menetelmd valittujen syOpdkasvainten k&sittelemiseksi
parantamalla sydvédstd kdrsivdn henkildn immunologista l&dhtdasemaa
‘ ennen sytostaattista kemoterapiaa, t unne t tu siitd, ettd
L a) mainitulle henkildlle annetaan etukdteen midrdtty madri
patenttivaatimuksen 1 mukaisella menetelmdlld tuotettuja soluja
niin kauan, ettd potilaan sietokyky tdmin sytostaattisen kemotera-
peutin suhteen paranee, ja
b) potilaalle annetaan t&dtd kemoterapeuttista ainetta.
) 11. Farmaseuttinen valmiste sydvdn kdsittelyyn, t u n -
'ﬁ”&ﬁd“n e t t u siit¥, ettd se on valmistettu kasvattamalla sydpdsoluja
Ryl a) ottamalla sydpdkasvaimesta sydpidsoluia,
b) viljelemdlld nditd soluja inkuboimalla kasvuvdliaineessa
solunkasvatusolosuhteissa soluviljelmdn saamiseksi,
c) kdsittelemdlld vaiheesta b saatua soluviljelmdd sytostaat-

tisella aineella ja inkuboimalla, kunnes noin 30-70 % syOpdsoluista
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mikroskooppitarkastelussa osoittautuu vaurioitumattomiksi, jolloin
mainitut solut eivdt ole tdysin kuolleet, vaan ainoastaan osittain
heikentyneet, ‘

d) erottamalla vaiheessa ¢ saadut heikentyneet solut linkoa-
malla ja pesemdlld ne fysiologisesti hyvaksyttdvdlld liuoksella
olennaisesti kaiken sytostaattisen aineen poistamiseksi heikenne-
tyistd soluista, ja valmistamalla suspendoimalla ndin heikennetyis-
td erotetuista soluista farmaseuttisesti hyvéksyttdvd valmiste.

12. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t unne t
tu siitd, ettd vaiheessa 1 kdytetddn sydpdsoluina erillisid as-
kiittisyGpdsoluja tai leukemiasyOpédsoluja.

13. Patenttivaatimuksen 6 mukainen farmaseuttinen valmiste,
tunnettu siitd, ettid se sdilytetddn jdadytettynd.

14. Patenttivaatimuksen 8 mukainen menetelmd, t unne t
t u siitd, ettd lisivaiheena saatu, heikennettyjd soluja sisdltdvd
suspensio jdddytetddn.

15. Patenttivaatimuksen 8 mukainen menetelmd, t unne t
t u sijitd, ettd lisdvaiheena saatu,‘heikennettyjé soluja sisdltava
suspensio lyofilisoidaan.

16. Patenttivaatimuksen 8 mukainen menetelmd8, t unne t
t u siitd, ettd osa heikennettyjd soluja sisdltdvdstd suspensiosta
jdddytetddn ja osa heikennettyjd soluja sisdltdvidstd suspensiosta
lyofilisoidaan, jdddytettyd ja lyofilisoitua valmistetta sdilyte-
tddn sopivissa sdilytysolosuhteissa ja jdddytetty valmiste sulate-
taan ja siihen sekoitetaan yhtd suuri mddrd lyofilisoituja soluja.

17. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunne t
t u siitd, ettd vaiheessa 5 saadut heikennetyt solut erotetaan
linkoamalla kierrosnopeudella noin 800 - 1 000 r/min ja pestddn

sitten vaiheen (6) mukaisesti.
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Patentkrav:

1. FOrfarande for isoleriné, odling och drivning av valda
kancerceller, k i nne tecknat dv steg f&r |

1) tillhandahdllande av en kdlla av kancerceller;

2) odlande och inkuberande av nimnda celler i ett narings-
haltigt tillvéxtmedium under celltillvixtférhdllanden £8r erh&ll-
"lande av en cellkultur; ' ' ' .

3) utsittande av ett flertal i forvig bestdmda partier av
cellkulturen fran steg (2) fér_étt flertal cytostatiska medel
och observerande av synlig morfologisk skada i varje parti;

4) vdljande av det cytostatiska medel som ééamkar synlig -
morfologisk skada pd n#mnda mottagliga celler;

5) behandlande av &terstaende delen av cellkulturen fran
steg (2) med cytostatiska medlet fran steg (4) och inkuberar s§,
att fran ca. 30 till 70 % av ndmnda celler fdrblir intakta under
mikroskoéisk undersdkning och sa att ndmnda celler icke helt dédas.
utan endast fdrsvagas partiellt;

6) tvdttande av de-férsvagade cellerna fran steg (5) med en
fysiologiskt gédtagbar lésniﬂg £8r avlidgsnande év vdsentligen allt
cytostatiskt medel fran ndmnda férsvagade celler; och sedan

7) suspenderande av de s&lunda behandlade cellerna i en fysio-
logiskt godtagbar vdtska f&r ett farmaceutiskt godtagbart preparat.

2. Foérfarande enligt patentkravet 1, k @nnetecknat
ddrav, att inkubationen i éteg (5) utfdres under en tid av ca.

4-15 timmar. _ _ ; _

| 3. Forfarande enligt patentkravet 2,.k innetecknat
. dédrav, att inkubationen i_steg_(5) utf6res under en tid av 6-12 tim-
mar. AR ' | | _
4. Forfarande enligt patentkravet 1, k annetecknat
ddrav, att inkubationen i steqg (5) utfdres vid en temperatur av
ca. 37°. . | C EE |

5. Forfarande enligt patentkravet 1, k & n nete cknat
dérav, att inkubationen i steg (5)>utf6res CEY att ca. 40-60 % av

némnda celler fdrblir intakta.
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6. Farmaceutiskt preparat fOr behandling av valda kancer

" .ch framstdllt genom f&rfarandet i patentkravet 1, k d nn e -

t é é k na tb ddrav, att det innehaller mottagliga kancerceller’
som f&rsvagats genom behandling med ett cytostatiskt medel, for
vilka ndmnda kancerceller &dr ké&nsliga.

7. Farmaceﬁtiskt preparat for behandling av kancer, k & n-
net evc k nat dirav, att det vdsentligen bestdr av en sus-
pensibn av forsvagade kancerceller som producerats genom for-
farandet i patentkravet 1. |
: 8. Férfarande for framstdllning av en suspension av fdrsva-
gade, valda kancerceller som dr mottagliga fdr cytostatisk akti-
vitet hos ett valt cytostatiskt medel, k. &nne te cknat
‘ddrav, att man behandlar en cellkultur av kancerceller med ett
cytotatiskt medel, f£6r vilket namnda'celler dr kdnsliga, och inku-
berar en‘tid‘tills mikroskopisk undeisékning'indikerar att endast
ca. 30-70 % av de sdlunda behandlade cellerna &r intakta, och
sedan tvdttar de salunda f&rsvagade cellerna med en fysiologiskt
godtagbar 18sning f&r avlidgsnande av ndmnda cytostatiska medel.

9., Farmaceutiskt preparat f&6r behandling av valda kancer,
kdnnetecknat ddrav, att det vdsentligen vestar av
‘en suspension av férsvagade kancercellef som framstdllts enligt
'fﬁrfarandet i patentkravet 8. |

- 10. Fbrfarande f&r behandling av valda kancer genom fOr-
bdttrande ‘av immunologiska utgdngsférhd&llandet hos en person‘
som lider av némnda kancer fére cytostatisk kemoterapi, kdn -
netecknact didrav, att fdrfarandet inkluderar:

a) administrerande av en i fdrvidg bestidmd mdngd av celler
som framstdllts genom forfarandet i patentkravet 1 at ndmnda
'person under sadan tid tills tolefansen hos namnda patient gen-
temot ndmnda cytostatiska medel forbdttrats, och ddrefter

~b) administrerande av ndmnda kemoterapeutiska médel._

11, Farmaceutiskt preparat f&r behandling av en kancer,
kd&nnetecknat dirav, att det producerats genom dri-
vande av ndmnda kancerceller genom |

a) tillhandahdllande av en kdlla f&r nidmnda kancerceller;

b) odlande oéh inkuberande av ndmnda celler i ett nidrings~
haltigt tillvdxtmedium under celltillvdxtférhdllanden for exr-

h&llande av en cellkultur;



22

¢) behandlande av cellkulturen fran steg (b) med ett cyto-
statiskt medel 6ch inkuberande av den sdlunda behandlade kultu-
ren tills ca. 30470 ¢ av ndmnda celler forblir intakta under
mikroskopisk understkning och s& att nidmnda celler icke dddas
helt utan endast partiéllt férsvagas; _

d) separerande av de fOrsvagade cellerna genom centrifuge-
ring och tvdttande av de fdrsvagade cellerna fran steg (c¢) med
en fysiologiskt. godtagbar 16sning f6r avlidgsnande av allt cyto-
statiskt medel fran nidmnda férsvagade celler; och att de sdlunda
fdrsvagade och sepaferade_cellerna sﬁspenderas i ett farmaceu-
tiskt godtagbart preparat.

12, Pdrfarande enligt patentkravet 1, k'anneteck -
n at dirav, att i steg (1) tillhandah&lls en kdlla av indivi-
duella kanceraskitceller eller leukemiceller. |

13, Farmaceuﬁiskt preparat enligt patentkravet 6, k @ n n e-
t e cknat ddrav, att det fdreligger i fruset lagringstill-
stédnd. -

14. rdrfarande enligt patentkravet 8, k & nne teck -
n a t dérav, att det inkluderar ett ytterligare steg fér frysan-
de av den resulterande l8sningen av fdrsvagade celler. '

15. Fdrfarande enligt patentkravet 8, k & nne teck -
nat ddrav, att det inkluderar ett ytterligare steqg fdr lyofili~
serahde av den resulterande 1l&sningen av fdrsvagade celler.

- 16. Forfarande enligt patentkravet 8, k & nne'teck -

n a t dirav, att det inkluderar frysande av en del av den resul-
terande ldsningen av frsvagade celler och lyofiliserande av en
annan del av den résulterande l8sningen av f&rsvagade celler,
hallande av den frusna och den lyofiliserade delen under lagrings—
férhallanden och sedan upptinande av den frusna delen och blan-
dande av densamma med en lika stor mingd lyofiliserade delen un-
~dex lagringsférhéllanden och sedan upptinande av den frusna delen
och blandande av densamma med en lika stor miangd lyofiliserade
celler. B _
, 17. Forfarande enligt patentkravet 1, k 4 nme tecknat
~ddrav, att de fdrsvagade cellerna fran steg (5) separeras i en
centrifug med en hastighet av ca. 800 till ca. 1000 rpm., varef-

 ter tvéttas enligt steg (6).
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