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Astra Likemedel Aktiebolag, 151 85 Stdertdlje, Ruotsi

Halkiomatotartunnan, kasvaimen kasvun ja maksamatotaudin
immunologinen ja immunoterapeuttinen torjunta -
Immunologisk och immunoterapeutisk kontrol av schistosomiasis-

infektion, tumdrtillvéxt och fascioliasis

Tdmi keksintd koskee menetelmidi farmakologisten ominaisuuksien aikaan-
saamiseksi biologisiin systeemeihin ja t#114 tavoin saatua valmistet-
ta. Keksintd koskee my8s menetelmdd halkiomatotaudin, kasvaimen kas-
vun ja maksamatotaudin immunologisen ja immunoterapeuttisen torjunnan

aikaansaamiseksi.

Tarkemmin sanoen farmakologiset ominaisuudet saavutetaan kdsittele-

mdlld biologista systeemiid yhdisteelld, jolla on kaava

SO«

jossa R™ on ryhmi —NHCH2CH2N(C2H5)2 Jja R° on tiaksantonimolekyyliin

kondensoitu sykloheksyylij&dnnds.

Erityisen suositeltavia ovat yhdisteet U4-(f-dietyyliaminoetyyliamino)-

1,2-sykloheksanotiaksantoni



\
NHCHZCH N(C H5)2

2-(B-dietyyliaminoetyyliamino)-3,4-sykloheksenotiaksantoni

= NHCH CH N(C )2
\é

Ja 1-(B-dietyyliaminoetyyliamino)-3,4-sykloheksenotiaksantoni

NHCH CH N(C H )2

N S l\

Y NP

Ndiden yhdisteiden valmistuksen kuvauksen suhteen katso amerikkalai-

nen patentti n:o 3 767 6T74.
Keksintd késittdid myds sopivat kaavan I yhdisteiden suolat.

Useita bilologisia systeemejid voidaan kdyttdi kidsittelyyn kaavan I yh-
disteilld.

Ndiden yhdisteiden soveltamista erilaisiin biologisiin systeemeihin
kuvataan alla erikseen kullekin biologiselle systeemille ja niiden
yhteydessid selostetaan kullekin biologiselle systeemille ominaisia

ongelmia.

A. Kaavan I yhdisteiden kdyttd cercaria-heimon elidihin

Cercaria-heimo on tartuntaa aiheuttava vaihe halkiomatojen el&min

kiertokulussa. Ne kehittyvdt ja irtaantuvat erityisestd vili-isdnnids-



td, joka on makean veden etanoiden erikoislaji. Kun cercariae-elidt
pddsevit toisen isdnnidn, esim. ihmisten kehoon tartunnan kautta, ne
kehittyvidt sukukypsiksi tai tdysi-ik&isiksi madoiksi, halkiomadoiksi.
Ndmi elidvit porttiverisysteemissid ja sitid muodostavissa suolilieve-
laskimoissa. Huolimatta siitd, etti ndmi madot elidvit veren ymplrdi-
mind t&ssid systeemissid, ne selviytyvdt iséntdeldimen puolustussystee-
mistd. On olemassa erilaisia teorioita ja selityksid sille tavalle,
jolla madot selviytyvdt isdnt8eldimen immunologisesta systeemisté,
kuten esimerkiksi, ettd ne peittidvit itsensi isdntleldimen antigeeneil-
14, jotka tekeviAt ne tunteettomiksi isdntidelfdimen immunipuolustuskompo-
nenteille. T&mdn systeemin komponenteista selvidmisen yhteydessi

on enemmidn tai vdhemmidn samankaltaisuutta sen tavan kanssa, jolla
kasvainsolut myds selvidvit isdntdeldimen immunisysteemistd, ollen

tdysin tunteeton isidntidelidimelle.

Tdm& sovellutus kuvaa ja osoittaa uuden tavan immunisysteemin kdynnis-
tdmiseksi ja halkiomatotartunnan seki kasvainkasvun torjumiseksi immu-
nologisesti ja immunoterapeuttisesti (hoito). Molemmat vaikutukset
voidaan saavuttaa hyvin tuloksin antamalla kemiallisestl esikdsitelty-
j8 cercariae-eliditd. Cercariae-elididen k&dsittelyyn kdytettidvit

yhdisteet (kemikaalit) ovat ylli olevan yleisen kaavan I mukaisia.

Cercariae—-eliditd kHsitellddn ndilli aineilla koelasissa 24 tunnin
ajan suspensiossa, jossa on 2000 cercariae-elidtid 40 ml:ssa vettd,
joka sis&ltdd 0,2 mg kaavan I yhdistettid, esim. 1-(B-dietyyliamino-
etyyliamino)s,-sykloheksenotiaksantonia (vikevyydeltidin 2 mg/ml:n
liuoksesta). 10 minuutin kuluttua cercariae-elidt alkoivat halvaantua
ja lopettivat dynaamisen liikkeensid. 24 tunnin kuluttua cercariae-
elidt ovat kuolleita ja cercariae-elidt ovat imeneet itseensd suurim-
man osan liuoksessa olevasta aineesta (spektraalilaskenta osoitti,
ettd kukin cercaria-elid imee itseensd n. 0,25 /U8 lis&dttyd ainetta).
Mikroskooppisesti havaittiin, ettid cercariae-elidt saivat kudoksiinsa
té&mdn aineen vdrin. Kidsitellyt cercariae-elidt jidtetddn 24 tunnin
jdlkeen laskeutumaan MOC:ssa. Yldpuolella oleva neste poistetaan

ja kerrostuneet cercariae-elidt otetaan talteen ja suspendoidaan uudel-
leen fysiologiseen liuokseen, esim. BSS-liuokseen (tasapainoitettu
suolapuskuroitu liuos). Niiden laskettiin vastaavan standardilukemaa
millilitraa kohti suspensiota. Esimerkiksi 200-300 esikdsiteltyid

cercariae-elittid kdytettiin alla kuvatuissa kokeissa.



Halkilomatotautia vastaan:

a) Immunologiseen torjuntaan:

Kuudelletoista CBA-sukuiselle hiirelle annettiin vatsakalvon sisdisel-
18 ruiskeella 1 ml yll4 kuvattua kemiallisesti esikisiteltyd cercaria-
suspensiota kolmasti joka toinen p#divi. Kahden viikon kuluttua 8
hiirtsd tdstd ryhmidstd altistettiin tartunnalle tuoreilla, el&dvilli,
myrkyllisillid cercariae-elidilld yhdessi toisen immunoimattoman neljéin
hiiren ryhm#n kanssa. Seurasi tartunnan tarkkailua ja seurantaa 8
viikon kuluttua tartunnan jélkeen sekd immunoidulla ettid immunoimatto-
malla ryhmdll&. Munien m&8rid ja erittyminen ja sen jdlkeen ruumiin-
avaus osoitti tartunnan kehittymistd vertailueldimissi (immunoimatto-

mat) kun taas immunoidussa ryhmissi se ei onnistunut kehittymiin.

b) Immunoterapeuttiseen torjuntaan:

Kuudelle ACA-sukuiselle hiirelle, joilla jo o0li todettu Schistosoma
mansoni-tartunta ja Jjoiden ulosteissa esiintyi voimakasta munien erit-
tymistd, annettiin vatsakalvonsisdisesti ruiskeilla kolmena ruiskeena
Joka toinen pdivi 1 ml suspensiota, joka sisHlsi esikésiteltyji
cercariae-eliditd. Kuuden viikon kuluttua kdsittelyn jdlkeen hiiri-
ryhmd tutkittiin munien lukumdiridn ja ruumiinavauksen avulla. Vain
kuolleita tuhoutuneita matoja ja kuolleita mustia munia oli 1l&sni
isédnt&deldinten kudoksissa. Nimd 16yddkset osoittavat, ettd todetun
tartunnan Kisittely voidaan parantaa kemiallisesti esikidsitellyilléd

cercariae-elitilli.

Kasvaimissa:

Immunoterapeuttiseen hoitoon:

Esimerkki
Hiirien ryhmille (6 hiirtd jokaisessa), joilla oli todettuja Ehrlich-

verivatsasyOpidkasvaimia (ELD) yhdessd ryhmissi ja TA,-tyyppiid (nisi-

sydpid) tai Elu—tyyppejé (hiirileukemia) sen jélkeen,Bkun niihin oli
istutettu 1O5 tuoretta, myrkyllistd kasvainsolua, annettiin vatsakal-
vonsisdisesti tai ihonalaisesti yksi ml yll4 kuvattua suspensiota, joka
sisdlsi n. 300 kemiallisesti esikdsiteltyd cercariae-eli8ti kerran
Joka toinen p&divi kolme kertaa. Kasvainkoon, solujen lukumdiridn ja
iséntdeldinten painojen seuranta osoitti selvdi takaisinpalaamista
kasvainkoossa, mahdollisesti tiydellisti paranemista joissakin tapauk-

sissa. T&mi kuvaa uutta kasvien hoitotapaa.



B. Kaavan I yhdisteiden kiyttd Lymnae-tyyppisiin etanoihin ja

meta-cercaria-elidihin

Maksamatotauti on loistauti, jonka aiheuttaa tartunta Fasciola hepatica
lajilla (maksamato), joka normaalisti el&di lampaiden, nautakarjan ja
ihmisen maksoissa. Tidysi-ikdinen mato el#i sappitiehyisséd,joihin munat
lasketaan ja tyhjentyvidt suolikuonaan. Ripsitoukka selviytyy munista
ja levidid sen erikoiseen vili-isdnt&din, Lymnae-tyyppisiin etanoihin,
joissa tartuttava muoto, meta—cercaria kehittyy ja jolista se vapautuu

tartuttamaan lopullista is&ntdeldinti ihmist&d tail nautakarjaa.

Taudin hoito kemiallisin keinoin on monimutkaista ja saavuttaa harvoin
menestystd johtuen kiytettyjen aineiden myrkyllisyydestd isidntideldi-
melle. Tauti aiheuttaa valtavia taloudellisia ja ihmistydvoiman mene-
tyksiid. Joissakin maissa tartunta kotieldimill&d nousee 25-30 %:1iin.

Té&md patenttihakemus kuvaa tehokasta tapaa sekd tartunnalta suojaami-

seksi ettd jo todettujen tartuntojen hoitamiseksi.

Perinndllinen ja antigeeninen riippuvuussuhde hallitsee tavallisesti
biologista spesifisyyttid toisen tartuttavan muodon ja sen erityisen
vdli-isdnndn v&1i114, jossa se kehittyy ennen kuin se vapautuu levi&-

méd&dn lopulliseen isdntideldimeensi.

Tdm4 johdattaa mieleen tdmédn riippuvuussuhteen hyviksikidytdn jarki-
peridiseni ldhestymistapana taistelussa fautia vastaan. N#isti syisti
ehdotettiin vdli-isdnnin, "Lymnae"-etanoiden tai vilivaiheen, tartut-
tavan vailheen kemiallista késittelyid, silld molemmilla on yhteiset

antigeenit.

Kemiallinen késittely on ajateltu toteutettavaksi erikoisilla kemial-
lisilla systeemeilld, jotka voivat saada aikaan tai panna alulle
kemiallisia muutoksia synnynnédisten antigeenien luonteessa. Niinpd
antigeenien kemiallisella muutoksella ja sitd seuraavalla solun vé-
l1itt8médn immuunisuuden alkuunpanolla saavutetaan viivytetty yliherk-
kyys, immunologinen reaktio, joka on tavallisesti vastuussa siirty-

misen tai tartunnan torjunnasta.

Té&sséd tyossid kiytetyn kemiallisen systeemin tyyppi on yll& olevan
yleisen kaavan I yhdisteet. T&mén tyyppiset rakenteet, joilla on

taipumus asettua DNA-matriisiin johtuen tiaksantonirungosta ja mukana



olevan molekulaarisen tetraliinisysteemin reaktiviisyydestd, pyrkivét
hdiritsemiddn DNA/RNA-systeemistid riippuvaa proteiinisynteesii, mik&

johtaa n#din antigeenisten ominaisuuksien muuttumiseen.

N&issi kokeissa kemiallisesti esik#sitellyistd etanoista tai kemialli-
sesti esikidsitellyistd meta-cercariae-elidistd saatuja uutteita annet-
tiin tartuttamattomille eldinryhmille, jotka mydhemmin altistettiin loi
sen tartunnalle. Tartunnan kehittymisen myOhempi tutkiminen esi-
immunoiduilla ryhmilli verrattuna vertailuryhmiin osoitti tartunnan
epdonnistumista immunciduissa eldimissi samalla, kun se kehittyi
vertailuel8imissé.

Toisissa kokeissa, joissa k3ytettiin jo tartutettuja eldimii uusien
antigeenien terapeuttisten vaikutusten tutkimiseen, kemiallisesti esi-
kdsitellyistid etanoista tal esikdsitellyistid meta-cercariae-elitisté
saatu uute osoittautui molempia teitid, sekid ihonalaisesti ettid vatsa-
kalvonsisidisesti olevan tehokas poistamaan tartunnan kisitellyistéd
isdntdeldimistd, mikd todettiin munien erittymisen lakkaamisena ja

matojen tuhoutumisena ruumiinavaustutkimuksella.

Esimerkki

Neljdn Lymneae-tyyppisen etanan annettiin reagoida 4-(B-dietyyliamino-
etyyliamino)=-1,2-sykloheksenotiaksantonin kanssa liuoksessa, jonka vé&-
kevyys oli 4 mg/etana. 24 tunnin kuluttua yhdiste oli lihes tiysin
imeytynyt etanoihin ja pieni jd#nn®sosa siitd oli muuttunut virilt&én
keltaisesta vaaleanpunaiseksi. Etanoiden kuoret poistettiin ja pehmei-
td kudoksia uutettiin 5,8 %:sessa natriumkloridiliuoksessa, jonka tila-
vuus oli 0,75 ml/etana. Homogeeninen osa sentrifugoitiin ja yl&puo-
linen liuos laimennettiin vastaamaan 1,5 ml/etana 2 %:sessa NaCl-

liuoksessa (Liuos I). T&td kdytettiin puheena oleviin tutkimuksiin.

Meta-cercariae-elibiden kemikaalikisittely toteutettiin suspendoimalla
200-250 meta-cercariae-eli6td 1liuokseen, jossa 0li 10 ml 1-(B-dietyy-
liaminoetyyliamino)-3,4-sykloheksenotiaksantonia (laimennus 1 mg/ml),
24 tunnin ajan. Analyysi osoitti aineen imeytymisti cercaria-elidi-
hin n. 50 /ug/cercaria—elié. Esikédsitellyt cercariae-elidt eristet-

tiin sitten ja suspendoitiin uudelleen 0,9 %:seen NaCl-liuokseen.



Immunointikokeet:

Kahdesta kuuden hiiren ryhmdstd toiselle ryhmdlle annettiin O,4 ml
liuosta I joko ihonalaisesti tai Vatsakalvonsiséisesti’kolme kertaa
kerran joka p&ivid. Toiselle ryhmdlle annettiin 10-12 esikisiteltyd
cercaria-elidtd samoin jompaa kumpaa tietid. Kahden viikon kuluttua
molemmat ryhm&t altistettiin tartunnalle antamalla (mahalaukkusydtto-
putkella) 6-8 meta-cercaria-elidtid/hiiri molemmille ryhmille yhdessi

vertailuryhmidn kanssa.

Molempien ryhmien immunoitujen ja vertailuryhmin tutkiminen seuraamal-
la munanerittymistid ja ruumiinavaustutkimuksella osoitti tartunnan
kehittymistd vertallueldimissi ja sen epdonnistumista esi-immunoi-

duissa eldimissi.

Immunoterapiakokeet:

Kahdesta hiirien (ACA-sukuisia) ryhmidstid, jotka jo oli tartutettu
maksamatotaudilla ja Jjotka osoittivat munaneritystid ulostuksissaan,
annettiin toiselle 0,4 ml liuosta I joko ihonalaisesti tai vatsakalvon-
sisdisesti kolme kertaa Joka toinen p&ivd. Toiselle ryhm#lle annettiir
jompaa kumpaa tietd 10-12 esikidsiteltyd cercaria-elidti. Kolmen vii-
kon kuluttua kédsittelyn j&lkeen seurasi tutkimus seuraamalla munan-
eritystd tai matojen tuhoutumista kisitellyissi hiirissi ruumiinavauk-
sen avulla. Molemmissa k#sitellyissid ryhmissi munat olivat lakanneet
erittymdstd ja ruumiinavauksessa 18ydettiin kuolleita, tuhoutuneita
matoja. Tartunnan jatkumista ja siihen 1iittyvdi munaneritysti ha-

vaittiin vertailueldimilli.

Tatd l&hestymistapaa ja kéyttOperiaatetta, nimittidin antigeeneji,
Jjotka ovat perédisin loisen tartuttavasta vilivaiheesta tai itse loi-
sen vdli-isidnndstid, jossa vidlivaihe kehittyy ja jolla on yhteinen
antigeeni sen kanssa, esim. Lymneae-tyyppisid etanoita maksamatotaudin
kyseess8d ollen tai esim. Hetrophyes hetrophyes-lajin kyseessi ollen,
Jossa tapauksessa voitaisiin kidyttidd entigeeneji, jotka on saatu
Perinella conica-tyyppisistid vdli-isidntidetanoista; voitaisiin kéyttai
vleisp&tevdsti suojelemaan lopullista isdntdeldinti tai hoitamaan siti

tartuntaa vastaan.

Kuitenkin kédsittelemittOmistsd vdli-isidnnidstd, esim. Lymneae-etanoista
saatuja uutteita maksamatotaudin kyseessid ollen tai tartunnan k#sitte-

lem&dtdntd vdlitilaa, esim. meta-cercariae-eliditid voitaisiin yhté



hyvin k&ytt&dd aikaansaamaan haluttu immunologinen ja immunoterapeut-
tinen torjunta, mutta pienemmilli teholla kuin esikisiteltyjid eliditid

k&ytettiessi.

Patenttivaatimukset

1. Valmiste a) halkiomatotaudin ja kasvaimien kasvun tai
b) maksamatotaudin
torjuntaan, t un ne t t u ~slitd, ettd se sisdltéd
a) cercariae-elititid tai
b) meta-cercariae-eliditid tail Lymneae-etanoiden uutetta,

Joita on esikdsitelty yhdisteellid, jolla on kaava

Jjossa Rl on ryhmi —NHCH2CH2N(CZH5)2 Jja R2 on sykloheksyylij&&nnds,

Joka on kondensoitu tiaksantonimolekyyliin.

2. Menetelmd a) cercariae-elididen tai

b) meta-cercariae-elididen tai Lymneae-etanoiden
kisittelemiseksi, t unn e t t u siitid, ettd levitetiin

a) cercariae-elidille tai

b) meta-cercariae-elidille tai Lymneae-etanoille pa-
tenttivaatimuksen 1 mukaista yhdistetti.

3. Menetelmd a) halkiomatotaudin ja kasvaimien kasvun tai

b) maksamatotaudin
hoitamiseksi, t un ne t t u siitd, ettd annetaan hoidon tarpeessa
olevalle iséntdelidimelle farmaseuttisesti hyviksyttidvi miidri

a) cercariae-eliditid tai

b) meta-cercariae-eli8itd tai Lymneae-etanoiden uutetta,
Jota on esikidsitelty patenttivaatimuksen 1 mukaisella yhdisteéllé.

y, Menetelmd patenttivaatimuksen 1 mukaisen valmisteen valmistami-
seksi, t unne t t u siitd, etti kidsitell#in

a) cercariae-eliditi tail

b) meta-cercariae-eliditid tai Lymneae-etanoita yhdis-
teelld, jolla on kaava



/

S Rl

jossa Rl on —NHCH CH N(C ). ~-N tai —N/
572 \

ja R2 on sykloheksyylijdidnnds, joka on kondensoitu tiaksantonimole-
kyyliin.
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