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Gybgyaszati készitmény tumoros megbetegedések gydgyitdsara, utokezelésére,
amely leucosis altal lethalisan nem veszélyeztetett, leucosisos paros ujju patas allatok,
elsdsorban szarvasmarha vérplazmajat vagy annak meghatarozott &sszetevdit
tartalmazza. A meghatarozott dsszetevs a leucosisos szarvasmarha vérplazmajanak
lipidmentes frakciéja és egészséges szarvasmarha vér vérplazmajanak lipidmentes
frakciéja kozott elektroforetikus kimutathat6 eltérést jelentd bovin 40 és/vagy bovin
300 anyag.

Az Osszetevd elkiilonitési eljarasanal a kiinduldsi vérbdl sziikség esetén
alvadasgatloval torténd kezelést kovetéen az alakos elemeket elkiilonitik, a plazma
frakciot els6 szerves olddszerrel kezelik, majd hozza finom szemcsékbdl alld
feliiletaktiv anyagot adagolnak, és keverés utan a szemcsékhez ko6t6dott lipidmentes
frakciot centrifugalassal a folyékony osszetevotdl elkiilonitik, majd az elkiilonitett

frakciot ismét oldatba viszik.
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Gyogyaszati készitmény elsésorban tumoros megbetegedések gyogyitasara €s

diagnosztizalasara és eljaras vérplazma lipidmentes frakciojanak eldallitasara

A taldlmany targya gyogyaszati  készitmény  elsdsorban  tumoros
megbetegedések gyogyitasara és diagnosztizalasira és eljaras vérplazma lipidmentes
frakcidjanak eloallitasara.

A PCT/HU/00002 sz. nemzetkozi szabadalmi bejelentés akut leukémiaban
szenvedd betegektél nyert vér plazmdjanak a kiilonb6zd tipusi tumorokra kifejtett
tumorgatlé hatasaval foglalkozik. A bejelentésben sokoldalu kisérletsorozatot irnak le,
amelyeknél az alkalmazott készitmény egyes tumorok esetében 20%-os javulast
eredményez a kontroll csoportokhoz képest. Ez a javulas a szignifikansnak mindsithe-
toség also hatara koriil van.

Az akut leukémias vérbol készitett gyodgyaszati készitmények alkalmazhat6sa-
gat korlatozza egyrészt a szamitasba vehetd donorok kis szama, tovabba az emberi vér
felhasznalasaval kapcsolatos szigoru etikai és jogi szabalyozasok megléte. A tumoros
megbetegedések kiemelt jelentosége és az itt folyo, vilagméretekben is széleskorii
kutatasok volumene indokolja minden olyan 4j ut alapos elemzését, amely a terapiadban
vagy a diagnézisban j utakat jelol ki.

Az akut leukémias beteg vérében a hivatkozott bejelentés egy pontosan nem
meghatérozott de altalanos tumor ellenes hatassal rendelkezd dsszetevo jelenlétét valé-
szinsiti.

A taldlmany feladata a tumorok terapidjahoz és diagnosztizalasahoz hasznalatos
0j gyogyaszati készitmény létrehozasa, amibe beleérhetd a tumorok lekiizdéseben
szerepet jatszO vérplazma dsszetevd hatékonyabb elkiilonitése és megfeleld donor
csoport megtalalasa. |

A feladat megoldasahoz elsd lépésben egy hatékonyabb tisztitasi eljaras ve-
zetett kozelebb, amelynek felismerése azon a feltételezésen alapult, hogy a hatékony

sszetevok a vérplazma lipidmentes részében talalhatok. Felismertem, hogy a lipid-
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mentes vérplazma Gsszetevék elkiilonitése nagyon kedvezden megoldhato, ha a plaz-
ma frakciot elsd szerves oldoszerrel kezeljilkk, majd hozza finom szemcsékbdl allo
feliiletaktiv anyagot adagolunk, és keverés utin a szemcsékhez kot6dott lipidmentes
frakciot centrifugalassal a folyékony osszetev6tdl elkiilonitjitkk, majd az elkiilonitett
frakciot ismét oldatba vissziik.

A tisztitas hatékonyabb, ha a kioldast és az elkiilonitést masodik szerves oldoszer
alkalmazasaval és ismételt centrifugalassal megismételjiik.

A feliiletaktiv szer célszeriien a plazma tomegére vonatkoztatva 0,5 % mennyisé-
gl és szemcsemérete 200-400 nm koriil van. Elénydsen hasznalhato anyag pl. a bolus
alba, az aktiv szén vagy a metilcellul6z.

A centrifugalas célszerien 15000g gyorsulas mellett torténhet. A kioldast segiti,
ha a szerves olddszer alkalmazasat kovetéen az oldat hossza idén 4t melegen all,
amelyet iddszakos keverés szakit meg.

A feliiletaktiv szemcséknek a lipidmentes 6sszetev6tdl vald eltavolitisa nem fel-
tétleniil cél, és a masodik elkiilonités utn a szemcsék a hozzajuk tapadt lipidmentes
plazmaosszetevével pl. fizioldgias séoldatba vihetok.

Egy tovabbi finomitasi lehetdség szerint a lipidmentes plazmadsszetevét enyhe
detergenssel oldatba vissziik, és egy @jabb centrifugalassal a szilard 6sszetevot valaszt-
juk le.

Miutan az igy finomitott lipidmentes készitménnyel az akut leukémias dono-
roktol szarmazé vér szignifikinsan hatékonyabbnak bizonyult a hivatkozott beje-
lentésben ismertetett készitménynél, a kitiizott feladat f6 aspektusa keriilt el6térbe,
nevezetesen az, vajon a megtalalt tumor ellenes Gsszetevd csak az akut leukémias
vérben talalhaté, vagy jelen van a tumorbdl gydégyultak vérében is.

Felismertem, hogy ilyen 6sszetevo a tumorbol gyogyultak vérében is jelen van,
mégpedig a vérplazma lipidmentes részében. A hivatkozott tisztitasi eljaras alkal-
mazasaval kisérleti igazolast nyert, hogy egerek S 180 szarkomajanal a tulélési 1d6
lényegesen megnovekszik tumorbdl gyogyult donorokbol nyert készitmény esetében,
tovabba a hatas nem fiigg a tumorok milyenségétdl, és a kiilonb6z6é tumorokbol
gyogyult donorok vérplazmainak keverékébdl el6allitott lipidmentes frakcio is

hasonléan hatasos tumor gatlassal rendelkezett.
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Bar a tumorbél gyogyult donorok szidma lényegesen nagyobb az akut leukémi-
asok szamanal, és a tSliikk nyerheté vér mennyisége kevésbé korlatozott, széleskori
gyogyaszati hasznalata az emlitett jogszabalyi és moralis korlatok miatt nem varhato.

A talalmany elé kitilizott feladat tovabbi megkozelitése egy tovabbi talalmanyi
felismerést valtott ki. Ehhez a spontan daganatos allatbetegségek tanulmanyozasan
keresztiil vezetett az Gt. A paros ujjii patas allatoknal jellemz0 a retro virus altal oko-
zott daganatos megbetegedés. Egyes fajoknal a betegség daganatban manifesztalodik,
&s a fertdzott allatok elpusztulnak, mas fajoknal, elsdsorban a szarvasmarhanal azon-
ban a fertdzés daganatos betegségben vagy az allat allapotanak romlasaban nem nyil-
vanul meg. A fertdzottség a vérben létrejové GP 51 antitest jelenléte révén kimutat-
hato.

Az allatorvosi szakma jelenleg azon az allasponton van, hogy a leucosisban
szenvedd szarvasmarhaktol az allomanyt mentesiteni kell. Ezt titkrozi pl. a Magyar
Allatorvosok Lapjanak 1992. évi 4. szamaban a ,,Szarvasmarhaleucosis-fert6zottség
hazai helyzete és a mentesség lehetdségei” cimmel megjelent allasfoglalas, amelyet az
MTA Allatorvos-tudomanyi Bizottsaga hozott. A fert6zéttség mértékét itt kozel 50%-
osnak talaltik. Egy ujabb kozleményben ugyanez a folyoirat 1997 évi 9. szama a
_Szarvasmarhaleucosis-mentesités Magyarorszagon” cimmel kozli Dr. Tekes Lajos
cikkét, amelyben a mentesités fontossagardl ir. A fert6zottsegi adatok nagyiizemeknél
magasabbak, 17% koriil van.

A felismerés 1ényege abban a feltételezésben volt, hogy a leucosist tiinetmente-
sen lekiizdé allatok vérében, pontosabban a plazma lipidmentes részében jelen vannak
azok az dsszetevok, amelyek a human donoroktol szarmazo kisérletekben hatékonynak
bizonyultak. A felismerést kisérletek sorozata kovette, amelyek tébboldalrdl igazoltak
a feltételezést és a tumor elleni védekezés kezdete 6ta eddig ismeretlen €s elképzel-
hetetlen hatékonysagn tumorgatlast timasztottak ala.

A hatis meglétét az is igazolta, hogy a leucosisban nem szenvedd allatokbol
nyert hasonl¢ készitmények hatastalannak bizonyultak.

Az allati donorb6l nyert lipidmentes vérplazma és a human donorbdl nyert
hasonl6 vérplazma elektroforetikus vizsgalata azonos molekulasulyu ket tartomanyban

azonossagot igazolt, és ezen két frakcio az egészséges donorok vérebol hianyzik. A
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40000 koriili molekulasillyal rendelkez6 ,,bovin 40” frakcié és a 300000 és 35000
kozé esé molekulasily ,,bovin 300” frakcid felelds ezért a tumorgatl6 hatasért.

A talalmény szerinti megoldas birtokaban célszeriinek latszik tarsadalmi mere-
tekben feliilvizsgalni a szarvasmarha 4llomany leucosis-mentesitésének sziikségessé-
gét.

A talalmany szerint azonositott bovin 40 és 300 frakciok kivalé tumorgatl6 hatas-
sal rendelkeznek, ugyanakkor jelenlétiikk vizsgalata a tumor fennallasara vonatkozo
diagnozis felallitasat segiti.

A talalmény szerinti megoldast a tovabbiakban példdk kapcsan, a rajzokra és a

végzett kisérletekre tamaszkodva ismertetjiik részletesebben. A rajzon az:

1. 4bra 0,15 ml Bbo-f anyaggal val kezelés tulélési diagramja; a

rrrrrr
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5.abra 10 alkalommal Bbo-b anyaggal valo kezelési talélési diagramja; a

6. abra 0,1 ml Bbo-b anyaggal valo kezelés tilélési diagramja; a

7. abra 0,15 ml Bbo-b anyaggal val6 kezelés talélési diagramja; a

8. abra az allatok teststilyanak alakuldsa a 19. napig; €s a

9. abra az enzimatikus vizsgalatok eredményét osszefoglalo oszlopdiagram soro-

zat.

A talalmany szerinti megoldas kiilonb6zd részletei a kisérletek elvégzésének
kiilonboz6 allomésai sorrendjében ismerhetdk meg. A fontossagra valo tekintet nélkiil
eldszor a kisérlethez hasznalt anyag eléallitasi eljarasanak az ismertetésére van szik-

ség.
A lipidmentes plazmadsszetevé elkiilonitése és kinyerése

A kiindulasi vérbdl a plazma lipidmentes 9sszetevéit tobblépéses elvalasztassal

nyerjitk ki. A kinyerés célszerii 1épései a kovetkezok:
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A kiindulasi vért kozvetleniil a vérvételt kovetden alvadasgatloval kezeljiik. Erre
célszeriien pl. heparint hasznalunk.

Az alakos részek elkiilonitése centrifugalassal torténik, célszertien 4°C homérsék-
leten és 5000g gyorsulas mellett. Amennyiben a centrifugalas nem kozvetleniil a
vérvételt kovetden torténik, akkor az alvadasgatloval kezelt vér legfeljebb 48 6ran ke-
resztiil célszeriien a centrifugalas hdmérsékletén hiitve tarolhatd. A centrifugalas id6-
tartama legalabb mintegy 10 perc. A tovabbi feldolgozashoz a feliiliiszot hasznaljuk
fel. Az igy kapott plazma mar -20°C hémérsékletig hiithetd és mas donoroktol hason-
16képpen nyert plazmakkal keverhetd. A tovabbi feldolgozas ezért sziikség szerint mar
nagyobb mennyiségii plazméval is torténhet. A jelen leiras soran alkalmazott példak
esetében a donoroktdl nyert plazmat mas donoroktdl nyert plazmakkal éaltalaban nem
kevertiik, ahol mégis, ott erre kiilon utalunk.

A lipid 6sszetevo eltavolitasanak els6 1épéseként a plazma Osszetevdt vele azonos
tomegii elsé szerves oldoszerrel, példaul 96%-os toménységii alkohollal higitjuk és a
kapott oldatot 6sszekeverjik.

Masodik 1épésben az oldathoz annak tomegéhez viszonyitott 0,5 % tomegii felilet-
aktiv anyagot adagolunk. Ennek az anyagnak a feladata, hogy feliiletén a plazma lipid-
mentes osszetevdit megkosse. A feliiletaktiv anyag célszeriien lehet bolus alba, aktiv
szén vagy metilcelluloz, és atlagos szemcsemeérete célszerilen 200-400 nm kozé esik.
Az itt ismertetett példiknal az alkalmazott feliiletaktiv anyag bolus alba volt.

Ezt a plazma elegyet fizikai behatassal (keveréssel), szobahSmérsékleten, 6 oran at
folyamatosan szuszpendalt allapotban tartottuk, majd 50°C hémérsékleten 8-12 oran
keresztiil inkubaltuk. Az inkubalasi id6szakban az elegyet féloranként rovid ideig ke-
vertiik.

Az inkubalast kovetden az elegyet 4°C homérsékletre lehitottiik, keveréssel re-
szuszpendaltuk, és a szuszpenziot ugyanezen a hémérsékleten, 15000 g gyorsulas mel-
lett 10 perc ideig centrifugaltuk.

A centrifugatumbol a feliiletaktiv részecskékhez kotodott szilardabb Osszetevot
tovabbi feldolgozasra elkiilonitettiik, a folyékony fazist kiontottiik. Az elkiilonitett fa-
zishoz az elsd szerves olddszer tdmegével azonos tomegii masodik szerves oldoszert

adtunk hozza, amely a példakénti esetben alkohol és toluol 50-50 t%-os keveréke volt.
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A kapott elegy feldolgozasa megegyezett az elsd oldoszeres kezelést kovetovel. Ennek
soran a plazma elegyet fizikai behatassal (keveréssel), szobahdmérsékleten, 6 oran at
folyamatosan szuszpendalt allapotban tartottuk, majd 50°C hémérsékleten 8-12 dran
keresztiil inkubaltuk. Az inkubalasi idészakban az elegyet féloranként rovid ideig ke-
vertiik.

Az inkubalast kévetden az elegyet 4°C hdmérsékletre lehiitottilk, keveréssel re-
szuszpendaltuk, és a szuszpenziot ugyanezen a hémérsékleten, 15000 g gyorsulas mel-
lett 10 perc ideig centrifugaltuk.

A centrifugatumbol a feliiletaktiv részecskékhez kotddott szilardabb Osszetevot
tovabbi feldolgozasra elkiilonitettiik, a folyékony fazist kiontottik.

Az elkiilsnitett iiledékhez ekkor a kiindulasi plazmatomeggel azonos tomegii fizio-

16gias sooldatot ontottiink és az anyagot keveréssel reszuszpendaltuk. Az igy nyert
plazmakészitményeket a jelen leiras soran a felilletaktiv anyag (bolus alba) nevére uta-
16 ,,b” jelzéssel lattuk el.
Egy masik, ehhez képest ,finomitott” alternativ plazmakészitmény eldallitasahoz a
felitletaktiv anyagot oly modon tavolitottuk el, hogy a ,,b” tipusa elegyhez a plazmaké-
szitményt old6, a szervezet szdméra szovetbarat detergenst adtunk hozza. Ez a
példakénti esetben 0,01 t% natrium lauril szulfat volt. A megfeleld feloldodas érde-
kében a detergenssel kiegészitett anyagot szobahdmérsékleten folyamatos szuszpen-
dalas mellett 6 6ran at inkubaltuk, majd 8-12 6ran at hiitészekrényben taroltuk. Az
inkubalas soran ilepedett anyagot reszuszpendaltuk, majd 15000 g gyorsulas mellett
hiitve centrifugaltuk. Az iiledéket eldobtuk, a felillixszé tartalmazta a felhasznélhato
anyagot, amelyet a tovabbtisztitisra val6 utalassal a tovabbiakban ,.f” jelzéssel kiilon-
boztetiink meg a ,,b” jelii anyagtol.

Az egereken végzett kisérletek érdekében mindket tipusi végterméket 1 ml-es
adagokba doziroztuk, feliratoztuk és fagyasztva taroltuk.

Az igy elballitott anyagok és eldallitasuk koriilményei egyarant sterilek voltak,

ezért az eldallitott anyag aszeptikus, igy parenteralis felhasznalasra is alkalmas.
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Az elvégzett kisérletek és eredményeik ismertetése

Az 6sszes kisérletet azonos tipusi néstény BDF, egerekkel végeztiik, amelyek
atlagos silya 25 g volt. A vizsgalt €s a pozitiv kontroll 4llatokba szubkutan S 180 szar-
komat transzplantaltunk. A kisérlet koriilményei az allatok tipusat, a beiiltetett szar-
koma fajtajat és a beiiltetés modjat illetoen megegyeztek a hivatkozott nemzetkdzi be-
jelentésben leirtakkal. A kisérletek minden csoportjaban legalabb ot egeret hasznal-
tunk, az adatok az adott csoporthoz tartozd egerek atlagara vonatkoznak. Az egereket
megfelel szamcsoportok szerint egyedi szamozassal kiillonboztettiik meg.

jéllehet a kisérletek csak az S-180 szarkomara adott reakciokat tikkrozik, a hivat-
kozott nemzetkozi bejelentésbol, tovabba a szakirodalombol is kivehet6 modon az erre
a tumorra kapott eredmények valészindisitik, hogy a szignifikans javulasok a tumorok
egyéb csoportjaiban is hatékonyak. Minden fobb tumor tipusra kiterjedd vizsgalatot
annak kiemelt jelentdsége miatt fontosnak tartunk, de a 0 hatis alatamasztasara a

bemutatott kisérletek is elegendéek.

1. Kisérlet

Akut lymphoid leukémidban szenvedd betegtdl nyert vérbél ,b” tipusi plazmaké-
szitményt allitottunk eld, és a kisérleti csoportban kétnaponként dsszesen nyolc alka-
lommal egerenként 0,1 ml készitményt subcutan adagoltunk.

Az 4tlagos élettartam a pozitiv kontroll csoportban 19,6 nap volt, a vizsgalt cso-
portban pedig 23,5 nap. Ez 20%-o0s ndvekedést jelent, ami mér szignifikansnak tekint-
hetd. A hivatkozott nemzetkozi bejelentésnél ugyanerre a tumorra a legjobb készit-
mény is csak 5%-os tulélési id6 javulast eredményezett, ami még a szignifikancia szint
alatt volt. A lipidmentes plazmadsszetevd megfeleld kivalasztasa ezért nagyon jelen-

t0s.
2. Kisérlet

Ez a kisérlet 1ényegében hat fiiggetlen kisérlet eredményét tomoriti, ¢s azon a

feltételezésen alapul, hogy a tumor ellen hatasos anyag, amelyet a plazma lipidmentes
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osszetevjében valosziniisitink, jelen van a tumorbol gydgyult személyek vérében is.
Donorként olyan személyeket vélasztottunk, akik legalabb 10 és legfeljebb 27 éve €l-
nek a tumoruk diagnosztizalasa ota, ezért gyogyultnak tekinthetok. A donorok diag-
nosztizalt tumora rendre gége-, vastagbél-, emld-, lymphoid leukémia-, here és
prosztata-, valamint tiidd tumor volt.

Mind a hat donor esetében elkészitettiik a ,,b” tisztitasi plazmakészitményt €s
veliik egy-egy egércsoportot kezeltiink. A kontroll csoport atlagos tilélési ideje
valtozatlanul 19,6 nap volt, ezzel szemben a kezelt csoportok atlaga 25,5 és 27,3 nap
kozott valtozott, egymashoz viszonyitva eltérés ezert alig volt tapasztalhato. Ez a
talélés azonban a pozitiv kontrollhoz viszonyitva 30 és 40% kozé esd javulast
eredményezett, ami nagyon szignifikans.

Tovabbi vizsgalatként elkészitettink egy ,,b” tipusi plazmakészitményt mind a hat
donor vérének az alakos osszetevdi eltavolitasa utdn nyert azonos aranyu plazma
keverékébdl, mint kiindulasi anyagbdl. Ezzel a készitménnyel a pozitiv kontroll cso-
porthoz képest 38%-os tilélési idd novekedést kaptunk.

A kisérletsorozat tehat igazolta azt a hipotézist, mely szerint a tumorbol gyogyult
betegek vérének lipidmentes plazma osszetevojében van hatékony tumorgatlo anyag,
tovabba ennek létezése legalabb a vizsgalt tumorok esetében nem fiigg a tumor tipusa-

t6l, és a keverék is éppen olyan hatékony.
3. Kisérlet

Donorként olyan szarvasmarhéakat valasztottunk, amelyek vérének vizsgalata
alapjan szarvasmarha leucosis meglétét igazolta. Ezeknek a vérébol készitettink ,,b”
tipusu és ,,f tipusii plazmakészitmenyt. Hasonloképpen mindkét tipusi plazmakészit-
ményt elkészitettiik olyan szarvasmarhik vérébol is, amelyek vérébol a leucosis nem
volt megallapithato.

A vizsgalatot tobb valtozatban végeztiik, és valtozoként az egyik paraméter a két-
naponként alkalmazott kezelések szama, a masik paraméter az adagolt dozis 0,1 ml-es
illetve 0,15 ml-es mennyisége, a harmadik paraméter pedig a készitmény ,,b” vagy ,.f°

tipusi tisztasaga volt. Ezeknek a paramétereknek a célszerii vizsgalati tartomanyat a
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kisérletet megeldzé pilot kisérlet soran hatiroztuk meg, miutan optimumot lattunk
mind a dézis, mind pedig a kezelés gyakorisaga tekintetében.

A leucosisos marhak vérébél nyert készitmény a nagyiizemi alkalmazhatosag
kovetelményeinek is megfelel, hiszen forrasoldali mennyiségi korlat éppigy nincs,
mint etikai vagy erkolcsi, tovabba a talélési adatok lényegesen meghaladjak a human
vérbdl nyert készitmények egyébként kedvezd adatait. Ez az oka annak, hogy ennek a
kisérletnek az eredményeit részletesebben ismertetjitk.

A Kkisérlet soran vizsgaltuk csoportonként az egerek atlagos silyanak az alakulasat,
az atlagos tulélést, tovabba az egyes csoportokhoz tartozo tagok koziil egyesekbdl a
kezelés meghatarozott idépontjaiban 1 ml-es vérmintakat vettiink, és a mintakon a tu-
morra jellemzé tobb tumor marker mennyiseéget vizsgaltuk. Ezek az allatok természe-
tesen kikeriiltek a tovabbi vizsgalatokbol, hiszen ilyen mennyiségii vérminta adasat

nem tudtak talélni.
A talélési id6 alakulasa

A talélési idétartamra vonatkozé eredményeket két f6 csoportra oszthatjuk,
nevezetesen attdl fiiggSen, hogy a kezelés a ,,b” vagy ,.f” tipusii készitménnyel tortént.
A leucosisos szarvasmarhabdl valé szarmazasra a Bbo jelolést hasznaltuk, ezért az
egyik csoport kezelése Bbo-b anyaggal, a masiké pedig Bbo-f anyaggal tortént.

A napokat a tumor beiiltetési naptol szamitjuk. Az 1.- 7. abrdkon vazolt diagramok
minden gdrbéje egy-egy olyan csoportra vonatkozo6 atlag, amelyhez legalabb &6t egér
tartozott.

Az 1. és 2. abrakon a Bbo-f anyaggal kezelt csoportok tulélési diagramjai lathatok.
A pozitiv kontroll csoport egerei a beiiltetést kovetSen a normal ellatason kiviil sem-
milyen kezelést sem kaptak, a kezelt csoport egereit pedig kétnaponta a megadott
térfogatn Bbo-f anyaggal kezeltiik, azaz az anyagot subcutan adagoltuk. Az 1. abran
vazolt csoportnal a kezelések mindegyikénél az adag 0,15 ml volt. A két kezelt csoport
a kezelések szamaban tért el egymastol. Az egyik csoportnal a kezelést csak 8 alka-
lommal, a masiknal pedig 10 alkalommal adtuk, ezt kdvetden semmilyen tovabbi ke-

zelésben nem részesiiltek. A 10 kezelést kapott csoportrdl lathatd, hogy a kezelés befe-
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jez6dése utan, tehat a 20. nap utan a halalozas hirtelen megugrik. A hirtelen néveked.és.
lathaté a 8 kezelést kapott csoportnal is, de érdekes modon itt ugyanez késébb és
kisebb meredekéggel kovetkezik be. Az atlagos talélési id6 a 19,6 napos kontroll cso-
porthoz képest a nyolc kezelést kapott csoportnal 24,8 nap, a tizszer kezeltnél pedig
23,2 nap.

A 2. 4bran vazolt csoportok mindegyikében a kezelés tiz alkalommal, szintén két-
naponta tortént. A kiilonbség a dozisban van, az egyik csoport egerei kezelésenként
0,15 ml, a masiké pedig 0,1 ml adagot kaptak. Az eltérés szembetiinben nagy a dozis
csokkentésének hatasara. A tilélési id6 30 napra novekedett, ami a pozitiv kontrollhoz
képest 153%-os javulas.

A Bbo-b anyaggal valé kezelés eredményeit két abrasorozat mutatja. A 3.-5. abrak
esetében a paraméter a dozis. A 3. abran a kezelés hat alkalommal tortént, és lathato,
hogy az élettartam a valasztott dozistdl alig fiigg, a kisebb dozis enyhén kedvezdbb. A
talélés azonban lényegesen kedvezébb a Bbo-f anyaghoz viszonyitva, hiszen az
atlagos tulélési id6 37 nap, ami kozel 189 %-0s javulas a pozitiv kontrollhoz képest. A
talélési idének a dozistol valé fiiggése a 4. abra alapjan valik szembetiindvé. A keze-
lések szama itt nyolc volt. A 0,15 ml-es adagok hatasara a talélési id6 a hat kezeléshez
képest lecsokkent, amit csak a taladagolas okozhatott. Ezzel szemben a 0,1 ml-es
dézishoz a nyolc kezelés optimumhoz tartozénak itélhetd, mert az atlagos élettartam
lényegesen megndtt, a diagram az 59. napon sem érte el az 50%-os értéket. Ezzel a
talélés 300% folé emelkedett, ami kiemelked6en kedvezo.

Az 5. 4bra a tizszeri kezelést kapott egerek esetében mutatja az atlagos talélési
idét. A meglepd itt a 0,15 ml-es dozis viselkedése, mert ennél a csoportnal a talélés
szintén meredeken romlik, de az atlag kedvezébben alakult, mint a korabbi csoportnal,
ami ugyanilyen kezelést kapott. Az eltérések a kis egérszam miatt egy-két egér ked-
vezébb vagy kedvezStlenebb reagalasabol adodhat. A hirtelen mortalitas a 0,1 ml-es
d6zis esetében a 33. nap utan emelkedik, ami szintén a tiladagolasra enged kovetkez-
tetni.

A 6. és 7. dbrakon a paraméter a kezelések szima. A két dbra egybevetése itt isa

0,1 ml-es adagolas 8-szori alkalmazéasat mutatja optimalisnak. A 7. abrabol azt a
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kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a nagyobb dozis esetében a javulas a kezelések

szamanak csokkentésével fokozodott, ami arra utal, hogy a dozis tal nagy.
A tumor gyogyulasa, az allatok atlagos sulya

Az kezelt csoport allatainak allapotaban bekdvetkez6 javulas nemcsak az atlagos
tilélési id8 alapjan ismerhetd fel. A 25 g kiindulasi sulya allatokon olyan nagyméreti
daganat alakult ki, amely 6-8 g-ot, tehat az allat teljes sulyanak kozel harmadat is
kitette. A nyolc alkalommal 0,1 ml-es Bbo-b anyaggal kezelt allatokon a kezelési
ciklus végére a daganat allapotaban jol lathato valtozas kovetkezett be, a szarkoma
felszakadt és grizes alloméanyu irilés kezdédott, ami elpusztult daganatsejteket
tartalmazott. Az allatok ,,pupja” eltint, és sulyuk gyarapodasnak indult.

A 8. 4abran a Bbo-b és Bbo-f anyaggal nyolc-nyolc kezelést kapott allatok és a
pozitiv kontroll csoport atlagos testsulyanak alakulasa lathaté az elsé 19 napon. A
fentiekben elmondottakat a diagram jol titkrozi, killondsen a Bbo-b anyaggal val6
kezelésnél. A diagram hatranya, hogy nem mutatja kiilén a daganat tomegét. Ezt csak
igen pontatlanul tudtuk volna megadni, ezért a teljes testtomeg adataiban a daganat is
szerepel. A kezelt csoportban a kezdeti fogyas, majd a suly regenerativ novekedése a
meghatarozo, a pozitiv kontrollnal pedig az ingadoz6 novekedés, amit foleg a tumor
novekedése okoz.

A fenti kisérletek koziil a legjobbnak itélt kezelést elvégeztitk olyan anyaggal is,
amelyeket egészséges, tehat leucosistol mentes szarvasmarhakbol nyertink. Az
eredmény nem kiilonbozott szignifikansan a pozitiv kontroll csoport eredményétdl, és
igazolta, hogy hatas csak a leucosisos szarvasmarhak vérébdl nyert anyag esetében lép
fel.

Enzimatikus tumormarker meghatarozasok eredményei
A rosszindulati folyamatokkal egyiitt jard, azokat kisérd metabolikus valtozasok

vizsgalatara a klinikai gyakorlatban mar alkalmazott enzimatikus tumormarker megha-

tarozasok koziil valasztottuk ki a rutin, sorozat vizsgalatokra is alkalmazhato modsze-



-12- .

L]
(] e oo .
* ¢« o ] e o
0000 o0 o0 eee ot

reket. A modszerek kivalasztasanal figyelembe vettilk, hogy a rosszindulata folyama-
tokat komplex biokémiai zavarok kisérik és tartjak fenn, ezért e megfontoldsok miatt
sziikségesnek tartottuk a nukleotid anyagcserefolyamatok valtozasainak vizsgalatai
koziil a szérum alkalikus, és - savanyl dezoxiribonukleaz aktivitas, az 5’-nukleotidaz
aktivitas, a polyamin anyagcsere valtozasainak vizsgalatai koziil az arginaz aktivitas, a
majmitokondriumok funkcidiban bekdvetkezett valtozasok vizsgalatira az ornithin-
carbamil-transzferaz aktivitas, a glukoneogenezis folyamatiban bekovetkezett valtoza-
sok vizsgalatara a foszfohexoz-izomeraz aktivitas €s a csontfolyamatok azonositasara
alkalmas csontspecifikus alkalikusfoszfatdz aktivitas meghatarozasok elvégzését. A
felsorolt enzimek aktivitas valtozasai kovetik a rosszindulati folyamatokat kisér6 és
fenntarté metabolikus valtozasokat és azok terapias befolyasolasanak kovetkezménye-
it.
A kisérlet végzésénél az egerekbdl vérmintat a tumor implantalasat kovetd nyolca-
dik, tizenotodik és tizenkilencedik napokon vettink. Az adatokat az 1. Tablazat fog-

lalja 6ssze. Az adatok ot-6t kiilon-kilon vizsgalt egér atlagara vonatkoznak.

A tablazat egyes oszlopainak jelentése:

B-Glyc: ez fejezi ki a nem specifikus foszfatazt, pontosabban B—glycerofoszfatot.
Ezt az értéket le kellett vonni a tobbi foszfataz értékekbdl, hogy azok
tumormarkerként értékelhetdk legyenek.

5°-AMP: 5’-nukleotidaz csoportenzim, pontosabban 5’-adenozin-5-monofoszfat.

Alk. F. : alkalikus foszfataz.

5’-TMP : 5°-timidin-5-monofoszfat.

PDE :foszfodiészteraz.

SDNaz : savanzi dezoxiribonukleaz.

$5°-ND : az 6sszes 5° nukleotidaz értéke
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1. Tablazat: Bbo-b és Bbo-f plazma szérum hatésa S-180 szarkomas egereknél

Allatcsoportok B-Glyc  5-AMP  Alk.F. 5-TMP PDE SDNaz x.5-ND
246 - 251 2,12 5,45 14,7 4,67 31,2 45,7
271 =275 5,76 7,12 23,5 7,89 44,6 100,7 53,4
276 - 280 6,78 8,92 19,9 10,78 54,6 98,3 55,67

281-290 267 10,23 23,9 13,6 559 1231 67,3
385 -390 4,56 16,8 32,8 11,7 67,2 98,9 72,4
391 -395 3,56 19,9 34,7 17,3 66,8 134 77,9
396 - 400 2,45 218 33,6 20,76 67,9 145 78,5
41 -50 3,33 21,3 32,78 19,43 86,8 359,1 97,8

101 -105 2 247 2172 21,45 789 1891 69,9
161 -155 1,56 294 3132 1342 657 2016 76,1
106 — 110 1,15 367 1039 5,67 432 35,2 35,2
56 - 60 2,91 3.4 13,6 58 36,8 40,8 40,3
51 - 55 -0,03 34 22,31 6,2 41,3 32,9 42,1

A tablazatban harom elkiiloniilt csoportot latunk. Az utolsé csoport a tumorral
nem beoltott kontrollra vonatkozik, annak 51-55 jelii egerei a 8. napon, az 56-60 jeli
egerei a 15. napon és a 106-110 jelii egerei a 19. napon keriiltek vizsgalatra.

A kozéps6 csoport a pozitiv kontrollra vonatkozik, annak 151-155 jelii egerei a 8.
napon, a 101-105 jelii egerei a 15. napon és a 41-50 jelii egerei a 19. napon keriiltek
vizsgalatra.

Az elsd csoport két alcsoportra oszthatd, a 2-es szamjeggyel kezd6d8k a Bbo-b
anyaggal kaptak kezelést, a 3-as szamjeggyel kezd6dok pedig a Bbo-f anyaggal. A
Bbo-b alcsoportban a 281-290 jelii egerek vizsgalata a 8. napon, a 276-280 jeliieké a
15. napon, a 271-275 jelii egerek vizsgalata a 19. napon, végiil a 246-250 jelii egerek
vizsgalata a jelent6s tilélésre valo tekintettel sokkal késébb, a 45. napon tortént.

A masodik alcsoportban a Bbo-f anyaggal kezelt egerek esetében a vizsgalat napja
szerinti megoszlas: 396-400: 8. nap; 391-395: 15. nap; 385-390: 19. nap.
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Az eredményeket téglany diagram formajaban a 9. abra foglalja 6ssze, amelyen a
vizszintes tengelyen abrazolt egyes egércsoportokhoz a fiiggbleges tengelyen az ada-
tokat egymas folott abrazoltuk, és a téglany magassaga az adatok osszegét fejezi ki. A
vizszintes tengelyen az egércsoportokat elkiilonitettik €s minden csoporton beliil bal-
rél jobbra a sorrend a mintavétel nsvekvd idépontja szerinti.

A baloldali harom oszlop a kontroll csoporthoz, a kézépsd harom oszlop a pozitiv
kontroll csoporthoz, és a jobboldali hét oszlop elsé harom oszlopa a Bbo-f alcsoport-
hoz, az utolsé négy oszlopa pedig a Bbo-b alcsoporthoz tartozik.

A kontroll csoportban az adatok idével természetesen valtozatlanok, ingadozasuk
a normal savon beliil van. A pozitiv kontroll esetében minden 6sszetevd kiugréan
magas, és a moribund id3szakra (utolso oszlop) tovabb novekedett.

Mindkét kezelt alcsoportban ezzel szemben a kezdeti értékek mar kisebbek a
pozitiv kontroll adatainal, és iddvel csokkennek. A Bbo-b anyag a talélési adatokkal
sszhangban 1ényegesen kedvezobb eredményeket szolgaltat a Bbo-f anyaggal torténo
kezeléshez viszonyitva. A csokkenés a 19. nap utan is folytatodik, és a kisérlet végére

az adatok megkozelitik a kontroll csoport normal értékeit.

4. Kisérlet

Az eléz6 kisérletek soran kapott kedvezd eredmények alapjan azt vizsgaltuk, hogy
a hatas a lipidmentes plazma mely dsszetevoinek koszonhetS. Miutan rendelkezésre
allt egészséges emberi vér, akut leukémids vér, gyogyult tumoros emberi vér, tovabba
leucosisos és leucosis mentes szarvasmarha vér, ezek mindegyikébdl elkészitettiik a
,b” jelii készitményt, amit elektroforetikus vizsgalatnak vetettiink ala. A vizsgalathoz
hasznalt poliakril-amid gél feliiletére vittiik fel a kiindulasi anyagot, majd az elektro-
foretikus kezelés hatasara az anyag osszetevéi molekulasilly szerint elkiiloniiltek.

A tumor kezelés szempontjabél hatastalan normal emberi vér és leucosis mentes
szarvasmarha vér frakciéit (melyek lényegében azonosak voltak) 6sszehasonlitottuk a
kezelés szempontjabol hatékony vér tipusokbol nyert frakcidkkal. Az eltérés a legki-
fejezettebb a leucosisos szarvasmarha vér frakcidinal volt, és egy 40000 koriili tovabba

egy 300000 és 350000 kozé esé molekulasulyi frakcioban nyilvanult meg. Ezen két
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frakcid egyiittesen a minta 8-12 t% mennyiségét tette ki. A gydgyult tumoros
vérkészitmény frakciéi kozil mindkét emlitett Osszetevot megtalaltuk, de a 40000
molekulasaly koriili frakcié jelenléte hatarozottabb volt, szazalékos mennyisége 1énye-
gesen alacsonyabb, kb. 2-3% volt. Az akut leukémias vérben nyomokban a 40000
molekulasaly koriili frakcid jelen volt, a masikat nem lehetett kimutatni.

Az emlitett elkiiloniilt két frakcié azonositasa érdekében a 40000 molekulasilyut
,bovin 40" névvel, a 300000-350000 kozé esd frakciot pedig ,.bovin 300” névvel
jeloljiik. Az itt vazolt eljaras elegendd a két frakcié egyértelmii azonositasahoz, ezek
szerkezeti vizsgdlata folyamatban van. A fenti eredmények ismeretében joggal allit-
hat6, hogy a bovin 40 és a bovin 300 jelenléte felelds a bemutatott hatasért.

Tekintettel arra, hogy a két frakcio, de legalabbis a bovin 40 jelen van a tumoros
betegek vérében, vizsgalatuk egyuttal alkalmas a tumoros megbetegedések diagnosz-
tizalasara.

A talalmény szerinti készitmény és diagnosztikai szer human alkalmazhat6sagaig
még hosszi it van hatra, de az eredmények nagyon reményt keltéek a tumoros
megbetegedések diagnosztizalhatésaga €s hatékony kezelhetdsége szempontjabdl. A
leucosisos szarvasmarha allomény vilagméretekben jelentds, ezért tomeges gyogy-
szerkészités lehetséges. Ugyancsak fennall a lehetdscge a bovin 40 és bovin 300
anyagok szintetikus elééllitasara, hiszen ezen anyagok vizsgalata varhatéan elvezet az
eldallithatosagig.

Miutan a kezelés hatékonysaga a kezelési id6 és a dozis fiiggvénye, tovabba nem
vizsgaltuk a tartds gyogyulashoz sziikséges esetleges fenntarto adagolas mértékét, a

human alkalmazast megel6z6 kisérleteknek elssorban erre kell iranyulniuk.
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Szabadalmi igénypontok

1. Gyobgyaszati készitmény, azzal jellemezve, hogy tumorbol gyégyult betegek
vérplazmajanak lipidmentes frakcidjat tartalmazza.

2. Az 1. igénypont szerinti gyogyaszati készitmény, azzal jellemezve, hogy t6-
megéhez viszonyitottan kis mennyiségii feliiletaktiv anyaghoz kotott allapoti.

3. Gyogyaszati készitmény, azzal jellemezve, hogy leucosis ltal lethalisan nem
veszélyeztetett, leucosisos paros ujju patas allatok vérplazmajanak meghatarozott
Osszetevoit tartalmazza.

4. A 3. igénypont szerinti gyogyaszati készitmény, azzal jellemezve, hogy a
paros ujju allat szarvasmarha.

5. A 3. igénypont szerinti gydgyaszati készitmény, azzal jellemezve, hogy a
meghatarozott dsszetev6t a plazma lipidmentes frakcidja képezi.

6. Az 5. igénypont szerinti gyogyaszati készitmeny, azzal jellemezve, hogy to-
megéhez viszonyitottan kis mennyiségii feliiletaktiv anyaghoz kotott allapota.

7. Gybgyaszati készitmény tumor kezelésére és/vagy diagnosztizilasara, azzal
jellemezve, hogy a tumorbol gyogyult betegek illetve leucosisos szarvasmarha
vérplazmajanak lipidmentes frakcidja és egészséges emberi vagy szarvasmarha veér
vérplazmajanak lipidmentes frakcioja kozott elektroforetikus kimutathato eltérést
jelentd bovin 40 és/vagy bovin 300 anyagot tartalmaz.

8. Eljaras allati és/vagy emberi vér lipidmentes frakci6janak eléallitasara, amely-
nél a kiindulasi vérbdl szitkség esetén alvadasgatloval torténd kezelést koveten az
alakos elemeket elkiilonitjilk, azzal jellemezve, hogy a plazma frakciot elsé szerves
oldészerrel kezeljiik, majd hozza finom szemcsékbdl allo feliiletaktiv anyagot adago-
lunk, és keverés utan a szemcsékhez kot6dott lipidmentes frakciot centrifugalassal a
folyékony osszetevotol elkilonitjik, majd az elkiilonitett frakciot ismét oldatba
vissziik.

9. A 8. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy az ismételt oldatba

vitelt masodik szerves oldoszerrel végezzilk, és keverés utan a szemcsékhez kotodo
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lipidmentes frakciot centrifugalassal a folyékony osszetevotdl elkiilonitjitk, majd az
elkiilonitett frakciodt ismételten oldatba visszik.

10. A 9. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a masodik oldatba
vitelt fiziologias sdoldattal végezziik.

11. A 9. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve, hogy a masodik oldatba
vitelt a lipidmentes frakci6 szamara olddszert képezé folyadékkal végezziik, majd
ismételt centrifugalassal a feliiletaktiv szemcséket a folyékony frakciobol eltavolitjuk.

12. A 8. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a feliiletaktiv anyag
szemcsemérete 200 és 400 nm kozott van.

13. A 8. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a feliiletaktiv anyag
mennyisége a plazmafrakcid tomegének 0,5 szazaléka.

14. A 8. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a feliiletaktiv anyag
bélus alba.

15. A 8. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy az els6 szerves
oldoszer tomege a plazmafrakcié tomegével lényegében azonos.

16. A 9. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a masodik szerves
oldészer tomege az elsd szerves oldoszer témegével azonos.

17. A 9. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy az els0 szerves
oldészert alkohol, a masodik szerves oldészert pedig alkohol és toluol azonos aranyi
keveréke képezi.

18. Az 1. igénypont szerinti gyogyaszati készitmény alkalmazasa tumoros
betegségek kezelésére és utokezelésére.

19. A 3. igénypont szerinti gyogyaszati készitmeny alkalmazasa tumoros

betegségek kezelésére és utokezelésére.

A meghatalmazott:
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