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Eljaras rakellenes gy6gyaszati hatdsu anyag és hatéanyagként ezt
tartalmazé gyogyaszati készntmények elc’iélhtéséra

(57) KIVONAT

A taldlmany tdrgya dj rékellenes gyégyaszati hatasd
anyag és azt tartalmazd gyogydszati készitmény el&4l-
litési eljarasa.

A rikellenes gy6gydszati hatdsd anyagot fgy 4llit-
jak elg, hogy

a) -

egér hasliregébe MM46 sejteket transzplantil-
nak;

a hasiiregbe aklarbicin-hidrogén-kloridot ada-
golnak;

egészséges egérbll nyert Iépsejteket injektal-
nak intravéndsan a rikos sejtekkel transzplan-
talt egérbe;

a transzplantilast kovet§ 21-25. napon a has-

A leirds terjedelme: 12 oldal (ezen beliil 3 lap dbra)

b) -

liregb6l osszegyjtik és aszcitesz-folyadékot
és

az aszcitesz-folyadék feliilisz6jat centrifugal-
jk és a sejtmaradékot eltdvolitjsk, majd
Cohn-féle frakciondldssal izoldljak a feliil-
lisz6b6l a Cohn-féle V frakeidt; vagy
SATO-féle immunszabélyozasi terdpidval ke-
zelt és fokozddé immunrendszeri valaszt adé
rikos beteg hastiregébdl aszcitesz-folyadékot
gy(jtenek; és

az aszcitesz-folyadék feliildszojat centrifugal-
juk és a sejtmaradékot eltdvolitjak, majd
Cohn-féle frakciondlissal izoldljak a feliil-
lisz6bdl a Cohn-féle V frakciét.

-
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A taldlmény térgya eljérds rikellenes hatdssal rendelke-
208, fiziolégidsan aktiv anyag elddllitdsdra, és eljaris
hatéanyagként ezt az anyagot tartalmazé gylgyéaszati
készitmények elddllitdsara.

Az 57 140 726 szdmon nyilvdnossdgra hozott japan
szabadalmi lefrdsb6l ismert egy tisztitisi eljérds rékel-
lenes gyGgydszati hatdsii anyag elGallitdsira. Az ismert
eljardst az aldbbiakban foglaljuk dssze.

A protein tipusid, rdkellenes gylgyédszati hatési
anyagot emlosokben (ndstény nyil és him ddr-egér)
indukéljak, egy vagy kettGnél tobb fajta, retikuloendo-
telidlis aktival6 hatdsi anyag beaddsdval, majd Gram-
negativ baktériumbdl szdrmazd endotoxin injektalasd-
val. Az igy nyert fiziolégidsan aktiv anyag nyers olda-
t4t (vagy olyan protein tipusd, rikellenes hatist, fizio-
l6gidsan aktiv anyag nyers oldatt, amelyet aktivalt
emlds makrofigokat tartalmazd szdvettenyészethez
Gram-negativ baktériumbdl szdrmazé endotoxin hozi-
adédsdval indukdlnak) bazikus ioncseréld gyantén ad-
szorbedljik, az eludlt oldatot gélszlirésnek aldvetve
Osszegydjtik a 30-70 kD molekulatdmegid anyagot és
kivént esetben Sieber krém-kék-F3G-A-t alkalmazva
affinitdsi kromatografids eljardssal tovébbtisztitva ki-
nyerik a fent emlitett fiziol6gidsan aktiv proteint tartal-
maz6 frakciét, igy rékellenes gydgyészati hatdsd tiszti-
tott proteint kapnak.

A rik kezelésére alkalmazott rdkellenes szerek két
csoportba sorolhaték. Az egyik csoportba az tigyneve-
zett kemoterdpids szerek tartoznak, amelyek kozvetlen
érintkezés tjin megsemmisitik a rikos szervezet rakos
sejtjeit; a misik csoportba az tigynevezett immunitdst
alkalmaz6 terdpids szerek tartoznak, amelyek a rakos
szervezetek rékos sejtek (vagy szdvetek) szaporodésa
miatt legyengiilt védekezG mechanizmusét helyreallit-
jak és felerdsitik.

A kemoterapias szer kdros mellékhatdsokat okozhat,
példaul a rdkos sejtek ellen szént citotoxikus hatdséval
a normél sejteket is kérositja, ezért dézisit lehetSleg
alacsonyabb értékre szoritjék, aminek kévetkeztében a

......

hat, vagy rezisztensekké valnak a rékos sejtek a szerrel
szemben.

A fenti probléma megolddsdra megkisérelték a rdk-
ellenes szert lehetdleg magas koncentréciéban a hatés
helyére juttatni. Péld4ul monoklonélis antitesttel kap-
csolt rikellenes szerrel kisérleteztek, amely képes a
rakos helyre juttatni a szert.

Miésrészrdl a tumorellenes hatdst immunoldgiai terd-
pids szemrel is ki lehet véltani, igy citokinnel, példdul
limfokinnel vagy monokinnel, amelyeket a rdkos &lla-
pot miatt inaktivalt vagy gitolt immunrendszer aktivé-
lasdval indukaltak.

Az immunol6giai hatdson alapuld terdpids szer csak
ritkdn fejt ki kdros hatdst a normdl sejtekre hosszabb
idGtartami kezelés alatt, de mivel nem kozvetleniil
timadja a rikos sejteket (szdveteket), nem fejti ki
azonnal rékellenes hat4sdt.

Kiterjedt vizsgdlatokat folytattunk az eml&sdkben
rakos sejtek transzplantdldsat kovetGen kialakult aszci-
tesz tumorban képzadott fiziolbgidsan aktiv anyag im-
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munrendszert aktivald hatdsinak tanulméinyozéséra, és
ennek eredményeként kidolgoztunk egy eljérdst rikel-
lenes gyOgydszati hatdsi anyag eldéllitdsdra rikos
szervezetekben képzddott aszciteszekbdl.

A taldlmany targya ennek megfelelden eljarés rékel-
lenes gyégydszati hatdsi anyag el6éllitdsara.

A talalminy szerinti eljards kiinduldsi 1épéseként
MM46 sejteket egér hastiregébe transzplantilunk, majd
az egér hasiiregébe aklarbicin-hidrogén-kloridot ada-
golunk, ezutdn az 4llatba véndsan egészséges egérbdl
extrahdlt lépsejteket injektdlunk, 21-25 nap milva
Osszegydjtjiik a hasiiregben 1évS folyadékot, a feliil-
tisz6t Cohn-féle frakciondléssal frakciondljuk, és a ra-
kellenes gydgyészati hatdsd anyagot — amelynek mél-
tomege 70 000-170 000D — Cohn-féle V frakcidként
izoldljuk.

A taldlmény értelmében a rékellenes gylgyiszati
hatdst anyagot immunolégiai szabélyozéssal (SATO-
féle terdpidval) kezelt és fokoz6d6 immunrendszeri vé-
laszt ad6 rékos betegek hasiiregébdl gy(jtitt aszcitesz-
folyadék feliiliszdjabdl is elGéllithatjuk oly mddon,
hogy az aszcitesz-folyadék feliildszéjat centrifugdljuk
és a sejtmaradékot eltdvolitjuk, majd Cohn-féle frakci-
onéldssal izolaljuk a feliilisz6b6l a Cohn-féle V frakci-
6t.

A rékellenes hatést az élettartam szignifikéns meg-
hosszabboddsdval mérve azt tapasztaljuk, hogy egy
rikos szervezetet eldszor rékellenes szerrel, majd a
taldlmény szerinti eljaréssal elGéllitott, gy6gyészatilag
hatdsos anyagot tartalmazé frakcié hatdsos mennyisé-
gével kezelve az élettartam meghosszabbodik a taldl-
many szerinti eljirissal elGallitott anyaggal nem kezelt
rikos szervezethez képest. A fenti kisérleti eredmény
bizonyitja, hogy a fenti frakcidban jelentds rékellenes
hatéssal rendelkezg anyag van jelen.

A talalmény szerinti eljérdssal tehat eldéllithaté egy
igen jelentGs rdkellenes hatési hatGanyag.

A taldlményt kozelebbrdl az aldbbiakban ismertet-
jik, a korlatozds szdndéka nélkil.

Az 4brékat az aldbbiakban ismertetjitk roviden. Az
1A-3D 4brékon a taldlmény szerinti eljardssal el5alli-
tott, gydgyészatilag hatékony anyaggal kapott tilélési
gorbék és a kontrollcsoportok tiilélési gorbéi lathatdk,
amelyek a taldlmény szerinti eljrdssal elGdllitott anyag
rikellenes hatdsét bizonyitjak.

1. példa

1. Rdkos sejteket tartalmazd aszcitesz elédllitdsa

MM46 egér aszcitesz emlGriksejteket szaporités
céljabél C3H/He egerek (8 hetes himek) hasiiregébe
transzplantalunk, 1X10°-10° sejt/egér koncentriciéban.
10 nappal késébb az egerek hasiiregében felszaporo-
dott aszciteszt dsszegyditjik, 800 fordulat/perccel 10
percen keresztiil centrifugélva izoldljuk az MM46 sej-
teket. Az MM46 sejtekbdl 4116 iiledéket fiziol6gids
séoldatban szuszpendaljuk, és 800 fordulat/perccel 10
percen keresztill centrifugéljuk, a fenti miveleteket
2-3-szor megismételjik a vorss vérsejtek eltdvolitisa
céljabol. A sejtiledéket ezutdn 2x10° sejt/ml sejtsdird-
séggel fiziol6gids s6oldatban tjraszuszpendaljuk.
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A fenti mveleteket steril koriilmények koézott, jeges
vizes hiités alkalmazdsa mellett hajtjuk végre.

2. Lépsejiek elbdllitdsa

A BALB/c egér 1épsejteket a szokdsos médon 4llit-
juk el6, mégpedig tgy, hogy 8 hetes, normal him
BALB/c egerekbdl izolalt 18pet steril kériilmények ko-
z0tt azonnal felapritjuk és Hank-féle oldatba meritjiik,
majd rozsdamentes, 200 mesh lyukméretd szitén
60 mm-es Petri-csészébe szirjiik, és az igy kapott sza-
bad sejteket tartalmaz6 oldatot Hank-féle oldattal cent-
rifugalas kozben mossuk.

Ezutén 0,83%-0s amménium-klorid és 0,17 méVl-es
Tris-HC1 9: 1 térfogatardny elegyét (pH 7,65) sziirés-
sel sterilezzitk. A Iépsejtiiledékhez 10-szeres térfo-
gatban adjuk a fenti pufferoldatot. Gyors keverés utdn
az elegyet 1000 fordulat/perc sebességgel centrifugal-
juk alacsony hémérsékleten, majd a vorosvérseit-pig-
ment maradékt fizioldgids séoldattal haromszor mos-
va eltdvolitjuk, és az igy kapott lépsejtkészitményt fizi-
olégids sdoldattal 4 °C-on 16 6rin keresztiil késziilt
szuszpenzié forméjiban hasznaljuk.

3. Gydgydszatilag hatdsos anyag elddllitdsa

Az 1. pont szerint kapott MM46 sejteket 2x10%
sejt/egér koncentricidban 8 hetes C3H/He egerek has-
liregébe transzplantdljuk, és 3 nap milva rikellenes
hatdsd anyagként 3 mg/kg dézisban aklacinont (aklar-
bicin-hidrogén-kloridot, gyartja a Yamanouchi Phar-
maceutical Co., a lefrdsban a tovabbiakban ACR-nek
nevezziik) adunk a hasiiregbe. A transzplantaldst kove-
td 4. és 6. napon a fenti 2. pontban ismertetett médon
BALB/c egérbl nyert Ipsejteket adunk 1x106
sejt/egér d6zisban a fent emlitett C3H/He egerek farok-
véndjaba. A transzplantdlst kovets 21-25. napon a
C3H/He egerek hasiiregében felgyflt aszciteszt §ssze-
gydjtjiik (a vért tartalmaz6 aszciteszeket nem hasznal-
juk az ezutdn kdvetkez§ kisérletekben).

A kovetkez6 18pésben a fenti aszciteszben 16v3 sejt-
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maradékokat, igy az MM46 sejteket és az egérvérsejte-
ket 10 000 fordulat/perc sebességgel végzett centrifu-
gdlassal eltdvolitjuk, a feliildszét fagyasztva szaritjuk
és siritjiik, majd Cohn-féle frakcionaldssal (szerves
oldGszerrel végzett frakciondldssal) elGallitjuk az V
frakciét [J. Am. Chem. Soc. 72, 465-74 (1950)].

Tumorellenes hatds vizsgdlata

A fent ismertetett eljardssal elallitott Cohn-féle V
frakcié (tovabbiakban aszcitesz-szdrmazék) tumorelle-
nes hatdsét az aldbbiak szerint vizsgaljuk.

Vizsgdlati mddszerek

Haromféle aszcitesz-szdrmazékot 4llitunk eld a fent
ismertetett eljérdssal, és kétféle aszcitesz-szdrmazékot
készitiink kontrollként (1, tiblazat).

Az 1. tibldzatban 1. mintdnak jelzett aszcitesz-szar-
mazék kontroll, amelyet tgy éllitunk elS, hogy az
MM4b sejtekkel transzplantilt, de ACR-rel és 1épsej-
tekkel nem kezelt C3H/He egerek hasiiregébsl a
transzplantaldst kovetS 21. napon kinyert aszciteszt a
fenti 3. pontban ismertetett eljdrassal kezeljiik.

It emlitjitk meg, hogy a csak MM46 sejtekkel
transzplantélt egerek hastiregében az aszcitesz-folya-
dék felgydlik a hasiiregben, és az 4llatok tobbsége a 18.
vagy 19. napon, vagy kozelitSleg ebben az idépontban
elpusztul, fleg a szérumaszcitesztdl, igy csak kevés
olyan egér marad, amelybdl ki lehet vonni az aszci-
teszt,

Az 1. tabldzatban 2. mintdnak jelzett aszcitesz-szar-
mazék szintén kontroll, amelyet tigy allitunk el6, hogy
az MM46 sejtekkel transzplantalt, és a transzplantilés
utdni 3. napon 3 mg/kg dézisban ACP-rel kezelt
C3H/He egerek hasiiregébdl a transzplantalast kovets
21. napon kinyert aszciteszt a 3. pontban ismertetett
eljarassal kezeljiik.

1. tabldzat.
Aszcitesz-szdrmazékok elallitdsa

Minta szdma Aszeitesz kinyerésének napja Aszcitesz kinyerése elSui kezelés Aszci(?gfé\;jxf;:n:asznilt Hozam (mg)

1L 21. csak MM46 sejtek 4 879

2. 21. MM46 sejiek + ACR (3 nap mélva) 9 1671

3. 2l MM 46 sejtek'+ ACR( naP mdlva) + 1ép- 1 179
sejtek (4 nap miilva)

4 2l MM46 sejtek'+ ACR(3 naP milva) + lép- 8 1620
sejtek (6 nap milva)

5. 2. MM46 seJtek'+ ACR(3 na’p milva) + 1&p- 4 522
sejtek (6 nap mdlva)

A3, 4.¢s5 5 minta a fenti példa szerint frakcionalt
aszcitesz-szdrmazék, az egyes mintakat tigy nyerjik,
hogy az MM46 sejtek transzplantdldsa utdn eltérs id6-
pontokban adjuk a 1épsejteket (4. vagy 6. napon), vagy
az aszciteszt eltér§ idSpontokban gydjtjik ssze (21.
vagy 25. napon).

A 3., 4. és 5. aszciteszmintdk szine sirga, és az
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MM46 sejtekben gazdag oldatban rendszerint megfi-
gyelhet$ zavarossdg kisebb mértékd, mint az 1. és 2.
mintdban (abban az esetben, ha az egérbgl gyditott
aszcitesz kevés hemoglobint tartalmaz, azt nem hasz-
naljuk fel a Cohn-féle frakcionéldsra).

Kovetkezs lépésben a fenti 1. eljras szerint elGalli-
tott MM46 sejteket 2x10* sejt/egér koncentriciéban 8

3
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hetes him C3H/He egerek hasiiregébe transzplantiljuk
(10 egér/csoport), majd a kdvetkezd napon a hasiire-
gekbe 10 mg/kg ACR-t adagolunk.

Akovetkez6 napon az egereknek 12 mg/kg dézisban

2

kereskedelmi forgalomban 1év8 albuminnal (12,5
mg/kg, Sigma Co. Ltd. gyartdsi szdm: 45F-9339) ke-
zeljiik az egereket az egér aszcitesz-szarmazék helyett,
az ACR-kezelés utdn (1-h).

adjuk az 1-5. mintdkat 10 egymést kovetd napon ke- S A Kkisérleti eredménybdl meghatirozzuk az atlagos
resztiil, majd az 4llatokat 45 napon keresztiil tartjuk tlélési idoket (tovdbbiakban M.S.T.) vagy az 4tlagos
megfigyelés alatt. Az eredményeket a 2. tablizatban tdlélési napok ardnyit (T/C %), és az 4tlagos tdlélést
kazoljik (1-e, 1, 14, 1+, 1-k). napokban, valamint a kozépsé egér (3. elpusztult egér)
Kontrollként ugyanezt az eljérist ismételjiik, de az tiilélési idejét napokban.
egereknek vagy nem adunk ACR-t (I-b, 1-c), vagy 10
- 2. tabldzat
Tumorellenes hatds MMA46 réksejtek ellen, egérben
(1. vizsgélat)
3 . Kozép-
Naplesopart 1811920 |21 |22 |23 |24 |25 |26 |27 |28 |29 |30 |31 |32]33| 34 [35}4s "E::g;‘;‘;‘%“ Tk ) 028 | Ms.T | TIC%
(nap)
1-a MM46 vl24l3{/sbrbrpr ey ey ey ryl) royrp 20907 0 21 | 216
1-b | +3.minta |1 sla|3iuys( s rte ey rprbeye 1 fr|7]209+1,4) 0 | 21 [21,8] 101
1-c | +5.minta 1 statafr|s{efrfeyete eyl 1 (44172132101 0 21 |219} 101
1d | +ACR 1 3|32l /sy (e 1 j4)7] 26823 0 127 {275
Le [FACRHL 1|1]2]1]2]1|1 280+18.| 1 | 28 [293
minta
1.f | FACR+2. al1|1] [3]1] |1 220£23 | 1 | 29 [295]107
minta
1-g +ACR |1 1 1|5 1 V(e 8 (] 245£28 1 0 25 1255
1h | FACR B 2(2|2 1 26730 | 1 | 27 |218]109
+ albumin
1 [FACRES. 1 1| |1} [1] 1)1 * 4 | 30 |315] 124
minta
1 |FACR®4 1 |2{1] |1 1 * 4 | 28 |35 127
minta
1k |PACRES. 13| (1)1 + 4 | 29 305|120
minta

* nem lehetett kiszdmolni, mert tdl sok a tilél6 4llat
S. D. standard deviéci6

Kisérleti eredmények (2. tiblézat)

A Kkontrollcsoportba (1-a) tartozé egereknél — ame-
lyekbe csak MM46 sejteket transzplantiltunk — kb. a
10. napt6l megfigyelhetjiik az aszciteszfolyadék gyors
felgyilését a hastiregben, az 4llatok a 19. nap koriil
kezdenek pusztulni a transzplantilastél szdmitva, és a
22. napig az osszes llat elpusztul.

Azokban a kontrollcsoportokban, amelyekben az
egereknek az MM46 sejtek transzplantildsat kévetGen
csak taldlmany szerinti eljérdssal elgéllitott aszcitesz-
szdrmazékokat (3. és 5. mintit) adagolunk 10 napon
keresztiil ACR nélkiil (1-b vagy 1-c), nem tapasztalunk
Iényeges kiilonbséget a kezeletlen kontrollhoz viszo-
nyitva az 4tlagos tdlélési idGkben, az 21 nap korili
érték, és nem tapasztalunk szignifikdns tumorellenes
hatést ezekben az esetekben, azaz nem mutathaté ki
élettartam-meghosszabbodds, ha az 1. példa szerint
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elgallitott aszcitesz-szdrmazékokkal egyediil kezeljiik
az MM356 sejteket hordozé egereket.

Azokhoz a kontrollcsoportokhoz tartozé egerek,
amelyeket MM46 sejtekkel transzplantilunk, majd a
kovetkezd napon ACR-rel kezeliink, de aszcitesz-sz4r-
mazékot nem adunk (1-d és 1-g), néhény nappal tovdbb
élnek, mint az 1-b és I-c kontrollcsoportba tartozé
egerek, amelyeket ACR nélkiil, csak aszcitesz-szérma-
zékokkal kezeliink, és az 1-d és 1-g kontrollcsoport
dsszes allata elpusztul a 29. napig.

Az 1 kontrollcsoportban, amelynek az MM46 sej-
tek transzplantilésa és a kovetkezd napon ACR bead4-
sa utdn 10 napon keresztiil folyamatosan adjuk az 1.
minta szerinti aszcitesz-szdrmazékot; az 1-f kontroll-
csoportban, amelynek a 2. minta szerinti aszcitesz-
szdrmazékot adjuk 10 napon keresztiil; és az 1-h kont-
rollcsoportban, amelynek a kereskedelmi forgalomban
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kaphaté humén szérumalbumint adjuk 10 egymast ko-
vetd napon 4t; csoportonként egy tiléls egér lesz. Ezek
szerint az eredmények szerint nincs élettartam-meg-
hosszabbité hatés egyik esetben sem.

Az 14, 1-j és 1-k csoportba tartoz6 egerek esetén,
amelyeket ACR-rel és a 3., 4. és 5. minta szerinti
aszcitesz-szdrmazékkal kezeliink, nagy talélési ardnyt
tapasztalunk, és a tdlél6 4llatok még a 45. napon is
€letben vannak. Nem észleliink jelent6s kiilonbséget az
élettartam meghosszabbodésdban a 3., 4. és 5. minta
alkalmazéasa esetén.

A fenti vizsgalatokbdl szdrmazé tdlélési gorbéket
négy reprezentans csoportra az 1A~1D 4brikkal szem-
18ltetjitk.

10

A kovetkez§ kisérletsorozatokban vizsgélt 3'; és 3°, 15

minta jelolésd aszcitesz-szdrmazékokat a 3. mintdval
azonos médon 4llitjuk el6, és a 2. és 3. vizsgilatot az 1.
vizgélattal azonos médon hajtjuk végre. Az eredmé-
nyeket a 3. tdbldzatban foglaljuk 6ssze. Hdrom kont-
rollcsoportot vélasztunk, mégpedig egy olyan csopor-
tot, amelynek a vizgdlt mintdval azonos dézisban 10
napon keresztiil fiziolégids séoldatot adunk (0,1
ml/egér, minden alkalommal) az MM46 sejtek transzp-
lantaldsét kovetSen; vagy amelynek az MM46 sejtek
transzplantdldsa utdn ACR-t adunk, és azt a csoportot,
amelynek az aszcitesz-szdrmazék helyett 10 napon ke-
resztiil kereskedelmi forgalomban kaphaté humén szé-
rumalbumint adunk. '

3. tabldzat
Tumorellenes hatds MM46 réksejtek ellen, egérben

(2. vizsgalat)

Atlagos Tile Kb::’p-
tilélés elgk egér
Nap/csoport 7 8 1811912021 | 22123 §24|25{26|27|28]29|301{31]32/33]345 (nap) 25. s(z)ég&;(()o wilels- MST |TIC%
D. se
(nap)
MM46 212
2-a | + séol- 1|1(5)2 1//////////+1202121,7
dat -
2b | +ACR 2| |3]3]1 2liofol 1 ||
+ACR 25,5 |-
2-¢ | + albu- 1 112112 1 +22 200 0 2 0)
min -
+ACR .
2d | +albu- 2 2|1[1] |1 2llse|oo]| o |2
min | -
+ACR |
2-e | +3" 141 2 * 62| 3 0 1)
minta
+ACR
2| +3 1 1 11212 * 3Q1 0 0 2)
minta
+ACR 7
2-g| +3, ] 1{2]1 1 N * 52 1 1 1)
minta
+ACR
24| +3 vlafz 2 fufalr| || 200 0 | 26| 275 |us
minta -
(3. vizsgélat)
A Kozép-
Alages | g | 36
Nap/csoport 7|8 |18|19)20f2tt2(23])24])25)26|27 2829030332314 'Z:if)’ s24ma (0 ;g; M.S.T [TIC%
+s.p, | 04X
(ns:p)
MM46
3-a | + sol- slufs|ufefrfofalofrfr|ofeli]r{ 340 o | 2|23
dat +1,0
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R Kozép-
Allages | o | 56
Naplcsaport 78 |is|1w|20]2tf22|23 {2a|25]26]27]28]29}30}31}32}{33]|45 ‘;‘;i';)‘ s24ma (0 ;&%’. M.S.T |TIC%
+S8.D. 0ax se
(nap)
. - +
3-b | +ACR Tl11t2)3 1 2;'71_ 10] 0 0 1)
+ACR
+
-3-c | +albu- 1 21311141 251’17" 1140 0 0)
min ’
+ACR ' +
34 | +albu- 11]2] |32 v frlfe e PEF 0 |25 | 2ss o
min !
+ACR A
3e| +377 |1 1 1]1}11]1 * 4341 0 1 0)
minta
+ACR
3| +34 2 « 1822 * .
- . »2)
minta
+ACR
3g| +3 211402 1 * 42 | 1 0 1)
minta
+ACR
+
3h| +3% 1la] [1]1 #3021 |0
minta !

* nem lehet meghatirozni, mert til kevés a 1Gl€l6
O immunizélt egér O 1 mm-es szubkutdn tumorok

X kisérletb6l kizdrva (4 mm-es, vagy annil nagyobb szubkutdn tumorok)

A nem tiszta (2-3 mm-es szubkutdn tumorok)

Kisérleti eredmények (3. tdbldzat)

Azokban a kontrollcsoportokban, amelyeknek az
MM46 sejtek transzplantdldsat kovetden ACR-t adunk
(2-b és 3-b), az élettartam valamivel hosszabb, mint
azokban a kontrollokban, amelyeknek csak fizioldgids
séoldatot adunk (2-a és 3-a), de végiil csak 1-1 egér
marad életben a 2-b és 3-b csoportban. A 2-a és 3-a
csoportban az injekcidstd szirdsi ingere sem vilt ki
élettartam-meghosszabbodast.

Azokban a kontrollcsoportokban, amelyeknek az
MM46 sejtek transzplantilisdt kovetGen ACR-t és ke-
reskedelmi forgalomban kaphaté humén szérum-
albumint adunk (2-c és 3-c), az élettartam-hosszabbo-
dés valamivel nagyobb, mint a 2-b és 3-b kontrollcso-
portban, de a kisérlet végén csak 1, illetve 2 egér marad
életben.

Azokban a csoportokban viszont, amelyeknek ACR-
t és taldlminy szerinti eljardssal elGallitott aszcitesz-
szdrmazékot (3'; vagy 3’, mintét) adunk (2-d, 2-e, 3-d
és 3-e), a pusztulds késdbb kovetkezik be, mint a kont-
rollcsoportokban, és a tlélg 4llatok szdma is nagyobb
a transzplantdlds utdni 45. napon, igy igen jelentGs
élettartam-meghosszabbodaést 4llapithatunk meg.
béket néhany reprezenténs csoportra a 2. és 3. dbrikon
szemléltetjiik.

A fenti eredményekbdl nyilvénvalé, hogy az 1. pél-
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da szerinti eljirdssal elGallitott aszcitesz-szdrmazékok-
ban jelentGs rdkellenes hatédssal rendelkez§ anyag ke-
Jetkezik.

" 2. példa

Rékos betegeken immunterdpidt — dgynevezett Sato-
féle terdpidt [Research Report, 1979: Research on Can-
cer Immun Surveillance Therapy, kiadé: Gan Men-eki
Shinkoh Zaidan (Cancer Immunity Promotion Founda-
tion), Japan] — alkalmazunk, és a javulds jeleit mutatd
betegek hasiiregébdl aszciteszt vonunk ki. Az aszci-
teszbll a sejtmaradvdnyokat az 1. példdban emlitett
centrifugdldssal eltdvolitjuk és a feliiliszét fagyasztva
szaritjuk, majd Cohn-féle frakcionélédssal elGallitjuk
bel6le a Cohn-féle V frakeiét.

Az igy kapott Cohn-féle V frakci6ban 16vs rékelle-
nes gydgydszati hatdsi anyag (BRP) specifikus rikel-
lenes hatésat az alabbi I-1II. eseten szemléltetjiik.

1. eset

Nem: ng

Kor: 44 év

Betegség: A.T.L. A.

Klinikai kérkép és kezelés:

(1) L4z és altaldnos kimeriiltség panaszok alapjin az
orvos A. T.L. A.-tdiagnosztizalt.

(2) Kérhézba kerult és kivizsgéltdk.,



(3) A vizsgélat utdn a (i) 2. napon, (i) 5. napon és
(iii) 9. napon a kovetkez8 injekcidkat kapta: Aclarci-
non 10 mg, Pepleo 10 mg, MMC 2 mg, Oncobin 1 mg,
Predonin 20 mg.

(4) A 11. napon 1,25% 2. példa szerinti BRP-t tartal-
mazd 24 ml desztillalt vizet kapott infizié forméjéban.

HU 205257 B

5

(5) A beteg hemogramja és immunvalasza normalis
lett, és a BRP-kezelés uténi 77. napon a kérhazbél
teljesen gydgyultan bocsétotték el. A vizsgélati adatok
a 4. tablézatban tallhat6k.

4. 1dbldzat
Kezelés és vizsgalati eredmények (I eset)

Vr':;%:lnal 2. nap Snapmilva | 9 nap milva 10 m;;; mil- | 11 mavpa mil- | 34 n:pa mil- | 59 navp; mil- | 73 l'l:;pa mil- 88 m:i mil-
Vorosvérsejt 500104 419 317 257 251 388
Fehérvérsejt 50000 34100 21400 | 6200 | 4100 4300
Vérlemezke | 24x10* - 12 17 33 23
Hemoglobin 100% 85% 62% 49% 49% 77%
Hematokrit 45% 37% 24 ml 28% 23% 22% 36%
Monocita 1 Aclarcinon 10 mg 1,25% 1 3 1 6
Limfocita 90 Pepleo  ~ 10mg BRP-t g9 35 7 , 22
tartal- 3 {iveg
Neutrofil (pélcika) 0 MMC 2mg mazé 2,5 2,0 9,0 | friss vér 17
. deszt, 52
Neutroftl (Poli- | g5 | 500pin 1 mg vizinfe-| 165 | 90 | 83 52
morf mag) 7i6 52
Bazocita 0,5 Predonin 20 mg
CD8 0,9% injekcié 1.2% 18% 17,3% 42,3%
CDh4 99,1% 94% 96% 72,6% 43,2%
CD4/CD8 109 78 53 4,2 1,02
TPA 110 120 125 61 97
CA19-9 13- 120 164 44 26
1I. eset
Nows 5. tdbldzat
em: n Kezelés és vizsgdlati eredmények (1T
Kor: 38 év ezelés és vizsgalati eredmények (II eset)
Betegség: bal mellrék, attétel a tiidSre 40 Vizgilat Lonap- | (o | 31 napmiiva | 47 nap m
Kérel6zmény: a bal mell rékjanak radiklis operci- i | fompmia | Stnipmiha | 4Tvapmite
6val valé eltdvolitdsa utdn 11 évvel és 8 Vorosvér- . 4 .
hénappal fokozatosan ndvekedd attételek sejt 367x10° | 378x10 430x10
- észlelhetSk mind a két tiddn. A kdvetkezd Fehérvér- ) , | 24m], 2'
évben mindkét tidSben mellhértyaizzad- 45 sejt 117x10% | 69x10 125% | 69%-10
ményt taldltak. Késébb mindkét tidd alsé BRP-t tar-
részében is rékos 4rnyék és hydrothorax CD4/CD8| LIS 099 | talmaz6 1.2
(mellvizkér) taldlhaté. CEA 20 1,9 jdeszt.viz,| 09
IAP 338 390 - 283
Kezelés: 50
CA19-9 280 300 91
(1) Kérhézba széllitas.
(2) 31 nap milva 24 ml, 1,25% 2. példa szerinti CAIZS | 410 310 290
BRP-t tartalmazé injekci6készitésre dlkalmas desztil-
141t vizet kapott a beteg intravénds injekci6 forméjéban.
(3) A BRP intravénés injektdldsa utén kedvezd vilto- 55
. . d . x te x o Il eset
zésok figyelhet6k meg, mint a tiidén 1év§ dmyék kes- Nem: né
kenyedése, 2 hét milva a hemogram javul, normalizé- Kor: '47 év
16dott (.ID4/CD.8, tumorra utalé jelek csokkenése. ) Betegség: 1. torok felsd szakaszén 16v6 rék 4ttétele a
A vizsgélati adatokat az 5. tibldzatban foglaljuk 1ids
Bssze. 60 hcore
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2. jobb oldali rakos mellhartyagyulladds
3. 4utétel a jobb combra és méijra

Koéreldzmény &s elsd korhazi vizsgélat eredménye:

A torok felsG szakaszdt m@touék, majd radioaktiv
terdpidt alkalmaztak.

Két év és két hénap milva a beteg kpetét vizsgal-
ték, és a jobb tlidon lireges drnyékot taldltak. Ez azt
jelenti, hogy a tiidoattételt megerdsitették.

Nyolc hénap midlva csont-szcintilliciéval dttétel-
fészket taldltak a jobb combesontban, és a mellkasi
drnyék is nagyobbodott.

Egy hénappal késdbb a beteg kdhogésre, kdpetre €s
a jobb mellkasbél a jobb villra terjedd fijdalomra
panaszkodott. A mellkas rontgenfelvéielén difftiz ar-
nyék ldtszott a jobb mellkasban, mig a mellkas ront-
genfelvétele 2 cm 4tmérdj csontszovetoldodas képe
latszott. :

5

10

15

Kezelés:

(1) Kérhézba szillitas.

(2) Az els6 vizsgélat utdn 12 nappal 24 ml, 1,25% 2.
példa szerinti BRP-t tartalmazd injekcidkészitésre al-
kalmas desztillalt vizet kapott a beteg intravénds injek-
ci6 formajdban.

(3) Az elss vizsgdlat utdn 62 nappal 24 ml, 1,25% 2.
pPélda szerinti BRP-t tartalmazé injekcidkészitésre al-
kalmas desztilldlt vizet injektdltunk a betegnek, has-
liregbe.

(4) Az elsS vizsgilat utin 33 nappal a mellkasi sziiré
fajdalom fokozatosan enyhillt, és a 1égzési nehézségek
is csdkkentek, és a 117. napon mindezek a panaszok
megsziintek.

A vizsgilati adatokat a 6. tdblazatban foglaljuk 6sz-
sze.

6. tdbldzat

Kezelés és vizsgilati eredmények (IIL. eset)

Vizsgikat 1. napjin 12 nap miilva 33 nup milve 62 nup milva 62 nap milva 105 nap milva
CD4/CD8 0,55 0,66 0,73 0,82
24 ml, 1,25% 24ml, 1,25%
CEA 1.2 BRP-t tartalma- 1,2 BRP-t tartalma- 0.9 0.9
o-FP 3,0 z6 deszt. viz, int- 2,7 70 deszt. viz has- 2,6 2,6
- ravénéisan tiregbe
Mellkasi hydro- I11. oszusly IL. osztély L osztdly
thorax

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljéras réakellenes gy6gydszati hatdsd anyag eldal-
litdsédra, azzal jellemezve, hogy
a) — egér hastiregébe MM46 sejteket transzplantd-
Iunk;

— a hasiiregbe aklarbicin-hidrogén-kloridot ada-
golunk;

— egészséges egérbdl nyert lépsejteket injektd-
lunk intravéndsan a rikos sejtekkel transzplan-
télt egérbe;

— a transzplantdldst kdvets 21-25. napon a has-
tiregbdl Osszegyjtjitk és aszcitesz-folyadékot
és

— az aszciteszfolyadék feluldszojat centrifugdljuk
€s a sejtmaradékot eltdvolitjuk, majd Cohn-féle
frakciondldssal izoldljuk a feliilisz6b6l a Cohn-
féle V frakciot;
vagy
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b) — SATO-féle immunszabilyozisi terdpidval ke-
zelt és fokozdd6 immunrendszeri vilaszt adé
rikos beteg hasiiregébll aszcitesz-folyadékot
gy(jtiink; és

— azaszciteszfolyadék feliillisz6jat centrifugéljuk
és a sejtmaradékot eltdvolitjuk, majd Cohn-féle
frakciondldssal izol4ljuk a feliilisz6bdl a Cohn-
féle V frakcidt.

2. Az 1. igénypont szerinti a) eljirds, azzal jellemez-
ve, hogy egérként C3H/He egeret hasznélunk.

3. Eljarés gyégyészati készitmények eldallitaséra, az-
zal jellemezve, hogy az 1. igénypont szerinti a) vagy b)
eljdrassal elGdllitott rikellenes gy6gydszati hatdsi anya-
got a gydgyszerkészitésben szokdsosan hasznilt hordo-
20- és/vagy egyéb segédanyagokkal Gsszekeverjiik és
gyogydszati készitménnyé alakitjuk.
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