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Farmaceuticky pripravok na lietbu nadorov a néslednt sta-
rostlivost, ktory obsahuje krvna plazmu alebo vopred urle-
né Casti krvnej plazmy parnokopytnikov, ktoré nic su
ohrozené na Zivote leukézou. Vopred uréend &ast krvngj
plazmy je latka bovin 40 alebo bovin 300, ktoré znamenaju
detegovatelny rozdiel pouZitim elekiroforézy medzi frak-
ciou bez lipidov ziskanou od dobytka s leuk6zou a frakciou
bez lipidov ziskanou od zdravého dobytka. Pri sposobe od-
dePovania pozadovanej frakcie sa vychodiskova krv osetri
antikoagulantom, pricom tento krok nie je nevyhnutny
a oddelia sa z nej &astice, frakcia plazmy sa oetri prvym
organickym rozpugtadlom, potom sa do tejto zmesi prida
povrchovo aktivna latka pozostavajica z jemnych zrnie€ok,
tekutina sa premieda a frakcia bez lipidov naviazana na
zrnka sa oddeli od tekutej zlozky centrifigou a z oddelenej
frakcie sa opit’ pripravi roztok.
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FARMACEUTICKY PROSTRIEDOK NA LIECBU NADOROV
A SPOSOB PRIPRAVY FRAKCIE KRVNEJ PLAZMY BEZ LIPIDOV

OBLAST TECHNIKY

Vynalez sa vzt‘éhuje na farmaceuticky pripravok, najmad na liecbu

nadorov a na spOsob separacie frakcie krvnej plazmy bez lipidov.

DOTERAJSI STAV TECHNIKY
Vydana medzinarodna patentova ziadost' WO 00/40256 sa vztahuje na

inhibi¢ny ucinok krvnej plazmy ziskanej od pacientov trpiacich akutnou
leukémiou na rast nadorov. V tejto Zziadosti je opisanych mnozstvo
experimentov, pri ktorych sa zistilo, ze pouzitie pripravku u réznych typov
nadorov spdsobilo 20% zlepsSenie pri porovnani s kontrolnou skupinou. Toto
zlepsenie je skor na spodnej hranici vyznamnosti.

Vyuzitie farmaceutickych pripravkov vyrobenych z krvi pacientov s
akutnou leukémiou je obmedzene, jednak nizkym poctom jedincov, ktori mézu
‘ byt darcami, a tiez éuéasnymi prisnymi étickymi a pravnymi predpismi, ktoré sa
vztahuju na pouzitie krvi Cloveka. NeobyCajna dblezitost' lieCby nadorovych
ochoreni a rozsiahlost’ vyskumu, ktory prebieha na celom svete, opravnuje na
ddékladnu analyzu kazdého nového spbsobu lieéby nadorovych ochoreni, ktoré
sa javia ako perspektivne, €i uz v oblasti lieCby alebo diagnostiky. ,

Vyssie spominana patentova ziadost' dokazuje, ze krv jedincov trpiacich
akutnou leukémiou moéze obsahovat' zatial nie celkom jednoznacne uréenu

zlozku, ktora preukazuje vSeobecny protinadorovy ucinok.

PODSTATA VYNALEZU

Cielom vynalezu je poskytnut novy farmaceuticky pripravok, ktory sa

mdze pouzit na liecbu a diagndzu nadorov, vratane ciela, ktory sa vztahuje na
ucinnu  separaciu zlozky krvnej plazmy, ktora hra ulohu pri odstranovani

nadorov, a dalsim cielom je najst vhodné skupiny darcov takejto krvi.
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proces, pricom sa predpokladalo, ze Gcinné zlozky su vo frakciach krvnej
plazmy bez lipidov. Bolo zistené, Ze separacia frakcii krvnej plazmy bez lipidov
sa mbze uskutochovat’ vyhodnej$§im spdsobom, ak sa najskor frakcia|'plazmy
podrobi pdsobeniu organického rozpustadia, potom sa k nej prida povrchovo
aktivna latka, ktora je zlozena z velmi jemnych zrniek, a po G&innom premiesani
sa ziska frakcia bez lipidov, ktora sa naviazala na zrnie¢ka, oddelena od tekutej
zlozky centrifugaciou a potom sa oddelena frakcia opéat’ da do roztoku.

Toto Cistenie sa stava uUcinnej$im, ak sU postupy rozplstania a
separacie opakované pouzitim dalsieho organického rozpustadia, a potom sa
opat' vykona centrifugacia.

Mnozstvo povrchovo aktivnej latky sa pohybuje okolo 0,5 %, vzhladom
na mnozstvo plazmy, a velkost zfn je v rozsahu 200 a 400 nm. Vhodny materidl
predstavuje napriklad kaolin, aktivne uhlie alebo metocel.

Centrifugacia by sa mala uskutotrovat pri zrychleni 15 000 g.
Rozpustanie' je ulahCené, ak sa po pridani organického rozpustadla roztok
uchova na dihsi €as a pri intenzivnom miesani pri zvy$enej teplote.

Oddelenie zfn povrchovo aktivnej latky od zloziek bez lipidov nie je
nevyhnutne potrebné. Nasledne po druhej separacii sa mdzu zrna spolu so
zlozkami bez lipidov, ktoré sU na ne naviazané, premiestnit napr. do
fyziologického roztoku.

Inym spésobom Cistenia je premiestnenie zloZky bez lipidov do roztoku
obsahujuceho mierny detergent, priom pevné zlozky sa mozu oddelit
~ centrifugaciou.

PretoZe sa produkt bez lipidov, separovany tymtd spOsobom a ziskany
od darcov s akutnou leukeémiou preukazal ako znaéne G&innej$i ako produkt
opisany vo vy$$ie spominanej patentovej Ziadosti, bolo preskimané hlavné
hladisko ciefa vyskumu t ., ¢i je mozné takuto protinadorovu zlozku najst len v
krvi jedincov s akutnou leukémiou, alebo Ci je tiez pritomna v krvi pacientov
vylieCenych z nadoru.

Zistilo sa, Ze takato Cast' je pritomna v krvi jedincov vylieGenych z nadoru



a je pritomna vo frakcii krvnej plazmy bez lipidov. Pouzitim vy$Sie opisaného
spésobu Cistenia bolo experimentalne overené, ze pouzitim pripravku
ziskaného od darcov vylieCenych z nadoru je doba prezitia u mysi so sarkdémom
S 180 podstatne dlhsia, a zda sa, ze U¢inok nezavisi na type nadoru a frakcia
bez lipidov pripravena zo zmesi krvnej plazmy ziskanej od darcov vylieCenych
z réznych nadorov ma na rast nadoru porovnatelny inhibiény Géinok.

Aj ked je pocet darcov vylieCenych z nadoru podstatne vy$§i nez pocet
jedincov trpiacich akutnou leukémiou, a mnozstvo krvi, ktoré sa od nich moze
ziskat, tiez nie je obmedzené, nemozno ocakavat, s ohladom na moralne a

pravne obmedzenia, o ktorych bola zmienka vyssie, Siroké liedebné uplatnenie.

Dal&im pristupom, ktory mal prispiet na vyrie$enie zéakladného ciela,
viedol k dalSiemu tvorivému objavu. Cesta k tomuto objavu viedla $tadiom
spontanneho hojenia nadorov u zvierat. V pripade parnokopytnikov je nadorové
ochorenie spOsobené retrovirusami dost’ $pecifické. Pri niektorych druhoch sa
choroba prejavuje ako nador a infikované zviera umiera, pokym pri inych
druhoch, najmé u hovadzieho dobytka sa choroba neprejavi ako nador ani inym
spdsobom, ktory by poskodzoval celkovy zdravotny stav zvierata. Infekcia
mdze byt odhalena pritomnostou protilatky GP51 v krvi,

Pri. suCasnom pohlade, ktory vo veterinarnej medicine previada, sa
predpoklada, ze je nevyhnutné odstranit’ leukézu hovadzieho dobytka. Toto
stanovisko je podporené nazorom publikovanym v roku 1992 v 4. &isle ¢asopisu
Journal of Hungarian Veterians v élanku s nazvom “The infection status of
lecosis of cattle in the country and the possibilities of freeing the stock"”, a tento
nazor bol prijaty Veterinarnou komisiou madarskej Akadémie vied. Bolo
preukazané, ze leukédzou je infikovanych takmer 50 % zvierat. Dal$i vytlacok
rovnakého Casopisu, Cislo 9 z roku 1997, obsahuje ¢lanok Dr. Lajosa Telkesa
"Freeing cattle from leukosis in Hungary", ktory zdoraznuje, ako je ddlezité

odstranit' leukdzu hovadzieho dobytka. Zistilo sa, 2e infekcia je najviac



rozSirena vo vacsich farmach, a v Case, ked vySiel tento druhy ¢lanok, bolo
leukdzou postihnutych okolo 17 % zvierat.

Podstata objavu pozostava v tom, Ze bolo zistené, ze krv zvierat, ktoré
Uspesne prekonali leukézu a su bez priznakov choroby, predovsetkym véak
frakcia ich krvnej plazmy bez lipidov, obsahuije tie zlozky, ktoré sa prejavili ako
Uéinné pri experimentoch vykonanych pouzitim plazmy ludskych darcov. Po
tomto objave nasledovalo velké mnozstvo experimentov, ktoré z réznych
hladisk potvrdili tuto hypotézu a poskytli tak dékazy pre existenciu Ucinku
spdsobujuceho inhibiciu rastu nadorov, aky sme si nedokazali od ¢asu, kedy sa
zacal boj proti nadorom, ani predstavit.

Skutocnost, ze takyto Ucinok skutoéne existuje, potvrdilo tiez zistenie, ze
krvné zloZky ziskané zo zvierat, ktoré nemali leukdzu, tento uginok nevykazuiju.

Analyza krvnej plazmy bez lipidov pochadzajlcich od ludskych aj
zvieracich darcov uskutoCnend pomocou elektroforézy potvrdila pritomnost
podobnych frakcii s dvomi réznymi molekularnymi hmotnostami a tieto frakcie
chybali v plazme ziskanej od zdravych darcov. Prva frakcia s molekulérnou
hmotnostou okolo 40 000, ktora je dalej oznacovana ako "bovin 40", a druha
frakcia, s molekularnou hmotnostou v rozsahu medzi 300 000 a 350 000, ktora
je dalej oznaCovana ako "bovin 300" by mali byt' i¢innou zlozkou spdsobuijticou
inhibiciu nadoru. |

Vzhladom na poznanie vysledkov v sllade s vynalezom, sa javi
vhodnym revidovat' nevyhnutnost' odstranenie jedincov s akdtnou leukdzou z
chovov hovédzieho dobytka.

Frakcie bovin 40 a bovin 300 ktoré su uréené v sulade's vynalezom,
maju vyznamny inhibiény protinadorovy UG&inok a sucasne detekcia ich

pritomnosti napomaha potvrdit' diagnézu nadorov.

PREHIAD OBRAZKOV NA VYKRESOCH

Vynalez bude teraz opisany spolu s prikladmi, v ktorych budu odkazy na
ilustrujuce vykresy a experimenty. Na vykrese:



Obr. 1 je graf prezitia pri lieCbe pouzitim 0,15 ml latky Bbo-f;
Obr. 2 je graf prezitia pri lieGbe pozostavajticej z 10 davok latky Bbo-f;
Obr. 3 je graf preZitia pri lieCbe pozostavajlicej z 6 davok latky Bbo-f:
Obr. 4 je graf preZitia pri lieCbe pozostavajlicej z 8 davok latky Bbo-f;
Obr. 5 je graf prezitia pri liedbe pozostavajlicej z 10 davok Iétky Bbo-f;
Obr. 6 je graf prezitia pri lieCbe pouzitim 0,1 ml davky latky Bbo-f:
Obr. 7 je graf prezitia pri liecbe pouzitim 0,15 ml latky Bbo-f:
Obr. 8 znazornuje telesni hmotnost' zvierat do 19. dha:
Obr. 9 je suborom stipcovych grafov zahffhajdcich vysledky enzymatickych
vySetreni,
Obr. 10 znazorfiuje data o prezivani lieCby po implantacii kolorektalneho
karcindmu Cos;
Obr. 11 znazornhuje relativnu velkost' nadorov pri lieébe z obr. 10;
Obr. 12 znazorfuje hodnoty 5'nukleozidazy v pripade lieéby z obr. 10;
Obr. 13 znazoriuje graf prezitia zaznamenaného v pripade liecby MXT
_karcindmu prsnika;
Obr. 14 znazornuje relativnu velkost' nadorov pri lie¢be z obr. 13;
Obr. 15 je obdobou obr. 14 pre pripad dalSich typov liecby;
Obr. 16 znazorhuje graf prezitia zaznamenaného v pripade lie¢by Lo
lymfoidnej leukémie;
Obr. 17 znazorfuje hodnoty absollutne velkosti nadoru ziskaného pri lieébe z
obr. 16;
Obr. 18 znazoriuje hodnoty 5'nukleozidazy v pripade liecby z obr. 16;

Drobne rozdiely vo vysledkoch podla vynalezu mézu byt spésobené
réznym vykonanim experimentov na réznych pracoviskach. Bez ohlfadu na
uroven vyznamnosti tychto experimentov je najskdr potrebné opisat’ spdsob

pripravy pouzivane;j latky.

PRIKLADY USKUTOCNENIA VYNALEZU

Separacia a ziskanie zlozky plaimy bez lipidov



Zlozky krvnej plazmy bez lipidov sa ziskavaju z krvi, ktora je vychodzou
latkou, spdsobom separacie uskutoénenej vo viacerych krokoch. Navrhované
kroky separacie su nasledovné:

Kratko po odbere je vychodzia krv oSetrena antikoagulantom, pokial je to
mozné hepah’nom. | -

Oddel'ovanie Castic sa uskutoériuje centrifugaciou, pokial je to mozné, pri
teplote 4 °C a so zrychlenim 5 000 g (g znamend gravitaéné zrychlenie). V
pripade, ze sa centrifugacia neuskutocriuje ihned po odbere krvi, méze sa krv
oSetrit’ antikoagulantom, skladovana pri nizkych teplotach, prednostne pri
teplote centrifugécie, nanajvy$ vS8ak do 48 hodin. Doba centrifugacie je
najmenej 10 minat. Na dalSie spracovanie sa pouziva horna tekuta faza. Takto
ziskana plazma moze byt vychladena aZ na -20 °C a zaroven sa moze zmiesat
so vzorkami plazmy ziskanymi podobne od inych darcov. Dalsie spracovanie
méze prebiehat, ak si to okolnosti vyzaduju, s vacsim mnozstvom plazmy. V
prikladoch opisovanych v predkladanom rozpise nebola plazma ziskana od
jednotlivych darcov zmieSana s inou plazmou ziskanou od odlisnych darcov, a
vSetky odliSnosti od tohto postupu su uvedené samostatne.

Pri prvom kroku odstranovania tekutych zloziek sa plazma rozpusti v
rovnakom mnozZstve prvého organického rozpustadla, napr. v 96% alkohole, a
takto ziskany roztok sa premiesa.

Pri druhom kroku sa k roztoku prida povrchovo aktivna latka v mnozstve
zodpovedajicom 5 hmotnostnym %. Ulohou povrchovo aktivnej latky je
naviazat’ zlozky plazmy bez lipidov na svoj povrch. Ako povrchovo aktivna latka
sa mbze pouzit' kaolin, aktivne uhlie, metocel a priemerna velkost' zin by sa,
pokial' je to mbéné, mala pohybovat’ medzi 200 a 400.nm. V opisovanych
prikladoch bol povrchovo aktivnou latkou kaolin.

Tato zmes plazmy sa stale udrzuje v stave suspenzie mieganim pri
laboratérnej teplote po¢as 6 hodin, potom sa inkubuije pri teplote 5 °C pocas 10
az 12 hodin. PoCas inkubécie sa tekutina raz za pol hodiny kratko premiesa.

Po inkubéacii sa zmes resuspenduje premieSanim a suspenzia sa

centrifuguje pri rovnakej teplote 4-5 °C so zrychlenim 15000 g po&as 10 mindit.



Z centrifugatu sa vacsina pevnych zloziek naviazanych na Castice
povrchovo aktivnej latky oddeli na dalSie spracovanie, tekuta faza sa vyleje do
odpadu. K oddelenej faze sa prida druhé organické rozpustadlo v rovnakom
mno_istve ako prvé rozpustadio, ktorym bola, v pripade uvedenom na ilustraciu,
zmes alkoholu a toluénu v pomere 50 hmotnostnych %: 50 hmotnostnych %.
Spracovanie takto ziskanej zmesi je rovnaké ako v pripade pouzitia prvého
rozpustadia. PoCas tohto procesu sa plazma stdle udrziava v suspenznom
stave mieSanim pri laboratérnej teplote poas 6 hodin, potom sa inkubuje pri
teplote 5 °C pocCas 10 az 12 hodin. Pocas inkubacie sa tekutina jeden raz za pol
hodiny kratko premiesa.

Po inkubécii sa zmes resuspenduje premiesanim a suspenzia sa
centrifuguje pri rovnakej teplote 4-5 °C so zrychlenim 15000 g pocas 10 minut.

Z centrifugatu sa vacsina pevnych zloZiek naviazanych na Castice
povrchovo aktivnej latky oddeli na dalsie spracovanie, tekuta faza sa vyleje do
odpadu.

Pevna zlozka sa rozotrie, aby vytvorila tenkl vrstvu, a potom sa zvysky
organického rozpustadla odstrania v susic¢ke vlozenej na dobu 2 hodin do
vakua.

Potom sa k oddelenému sedimentu prida fyziologicky roztok v mnozstve
zodpovedajucom mnozstvu vychodzej plazmy a material sa resuspenduje
premiesanim. Takto ziskané pripravky obsahujuce plazmu su v nasledujlcej
Casti rozpisu oznacené pismenom "b", ktoré znamena, ze vychodzia povrchovo
aktivnou latkou je kaolin.

Na ziskanie dalSieho, relativne CistejSieho pripravku obsahujuceho
plazmu, sa povrchovo aktivna latka odstrani pridanim detergentu, ktory je
setrny voci tkanivam a schopny rozpustat' pripravok obsahujuci plazmu, ku
zmesi "b". V opisovanom priklade bol detergentom 0,01 % (hm.) laurylsulfat
sodny. S cielom ziskat' suspenziu sa vzorka spolu s pridavkom detergentu
inkubuje pri laboratornej teplote pri stalom mieSani po¢as 6 hodin a potom sa
uchovava v chladni¢ke po dobu 8 az 12 hodin. Vzorka, ktora vytvorila

usadeninu sa pocas inkubacie resuspendovala a potom sa pri nizkej teplote



centrifugovala so zrychlenim 15 000g. Usadenina sa odstrani do odpadu a
vrchna tekutad faza obsahujuca U€innu zlozku sa v nasledujucej Casti rozpisu
oznacuje pismenom ,f* aby ju bolo mozné odlisit od pripravku "b", a znamena
to, ze tento pripravok je Cistejsi.

Na ulahcenie uskutocnovania exberimentov na rﬁyéiach sa obidva typy
pripravkov rozdelili do ddvok s objemom 1 ml, oznadili sa a skladovali sa v
zamrazenom stave.

Priprava prebiehala pri aseptickych podmienkach a pripravky su teda

steriliné a mozu sa aplikovat’ parenteralne.

PRIKLAD 1

Experimenty zahrnujuce implantaciu sarkomu S 180

Vsetky experimenty sa uskutoChuji na samiciach my$i kmena BDF1
priemerne] hmotnosti 25 g. Testovanym zvieratam aj zvieratdm zo skupiny
pozitivnej kontroly sa - podkozne transplantuje sarkom S180. Podmienky
experimentov ako je druh zvierat, linia implantovaného sarkomu a spdsob
implantacie sa zhoduju s tymi, ktoré su opisané v skor spomenutej
medzinarodnej patentovej Ziadosti. Kazda experimentdlna skupina obsahuje
najmenej pat mysi a uvadzané udaje sa tykaju priemernej hodnoty
zaznamenanej u mysi prisludnej skupiny. Skupiny mysi sa odliSia &islovanim a

v ramci skupiny sa jednotlivym mysSiam tak isto prideluju &isla.

Experiment 1

Z krvi pacientov trpiacich na akutnu leukémiu sa pripravi pripravok typu
"b" obsahujlci plazmu a v experimentalinej skupine sa kazdej mysi kazdy druhy
den subkutanne aplikuje 0,1 ml tohto pripravku, celkovo sa poda 8 davok.

U skupiny mysi predstavujicej pozitivnu kontrolu bola priemerna dizka
zivota 19,6 dni u experimentalnej skupiny 23,5 dni. Tento 20% nérast sa moze
povazovat' za vyznamné zlepSenie. V spominanej medzinarodnej patentovej

Ziadosti sa pri pouziti rovnakého typu nadoru a najucinnej$ej preparadnej



metdde dosiahlo nanajvy$ 5% nérastu doby prezitia, ¢o je hodnota pod
hranicou vyznamnosti. Vhodny spdsob separéacie zlozky bez lipidov je teda
jednoducho nevyhnutny.
Experiment 2 ’

Tento experiment zhrnuje vysledky 6 nezavislych experimentov a je
zaloZeny na predpoklade, ze zlozka vykazujlica protinadorovy U¢inok, o ktore;
sa predpoklada, ze je sucastou zlozky plazmy bez lipidov, je pritomna tiez v krvi
jedincov vylie¢enych z nadoru. Za darcov sa vyberaju osoby, ktoré prezivaju od
¢asu, kedy im bol diagnostikovany nador najmenej 10 a najviac 27 rokov, a
preto sa mdzu povazovat za vylieCené. U darcov boli diagnostikované
nasledovné typy nadorov: nador hrtanu, hrubého &reva, prsnika, lymfoidna
leukémia, nador semennikov a prostaty a nador pl'ic. |

Pri vSetkych Siestich darcoch sa z plazmy pripravili pripravky typu "b",
ktorymi sa nasledne lieCili zodpovedajuce skupiny mysi. Priemerny doba
prezitia kontrolnej skupiny mysi bola opat' 19,6 dni, avSak priemerna .doba u
lieCenych skupin kolisala medzi 25,5 a 27,7 drfiami, alebo tiez medzi lieCenymi
skupinami su len malé rozdiely. Tato doba prezitia znamena zlep$enie o 30 az
40 % vodi kontrolnej skupine, €o je Statisticky velmi vyznamné zlep$enie.

V dalSom experimente sa z ekvivalentnej zmesi plazmy ziskanej od
vSetkych Siestich pacientov pripravi po odstraneni Castic pripravok "b". Tento
pripravok spdsobil prediZenie doby preZitia o 38 % pri porovnani s kontrolnou
skupinou.

Tieto experimenty potvrdili hypotézu predpokladajucu, ze zlozka plazmy
bez lipidov jedincov vylieCenych z nadoru obsahuje U€innd zlozku inhibujlcu
rast nadorov. Dalej bolo dokazané, Ze pritomnost tejto zlozky nezavisi
(pringjmensom u testovanych druhoch nadorov) na druhu nadoru, a preto je

zmes rovnako uéinna ako priemerna hodnota jednotiivych preparatov.

Experiment 3
Za darcov sa vyberaju tie kusy dobytka, u ktorych je diagnostikovana
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pritomnost’ leukdzy dobytka. Z krvi tychto darcov sa pripravi pripravok typu "b"
a ,f*. Podobnym spdsobom sa pripravia pripravky typu ,b* a ,f* z krvi dobytka, u
ktorych sa v krvi nepreukazala leukdza.

Stanovenie sa uskutognilo niekolkymi spdsobmi, pricom Firemennym
parametrom je v prvom pripade poéet podavani aplikovanlych kazdy druhy den,
v druhom pripade mnoZstvo davky, ktoré sa pohybovalo od 0,1 ml do 0,15 mi a
v tretom pripade Cistota pripravku, t. typ ,b* alebo ,f*.

Vhodny rozsah testovanych stanoveni sa uréi v predbeznych
experimentoch, ktoré sa uskuto€nia pred zavereénymi experimentami, a uréi sa

tak optimalne mnozstvo davky aj poétu podavani.

Pripravok ziskany z krvi dobytka ktory ma leukézu napina kritéria
stanovené na pouzitie vo velkom meradle, pretoze neexistujli ziadne
obmedzenia vzhladom na dostupnost' vhodnych darcov ani 2iadne obmedzenia
tykajucich sa oblasti etiky alebo moralky. Udaje o preziti su este podstatne
lepSie nez inak velmi priaznivé Udaje o pripravkoch pochadzajucich z krvi
zis‘kanych od ludskych darcov. To je dévodom na podrobny bopis vysledkdv
tychto experimentov.

PocCas experimentov sa zistuje priemerna hmotnost zvierat, priemerna
doba prezitia, a dalej sa vo vopred stanovenych fazach experimentu sa
jednotlivym mysiam z kazdej skupiny odobera 1 ml Krvi a v tychto vzorkach sa
stanovuje velké mnozstvo nadorovych markerov. Mysi, ktorym sa odobera krv,
su z dalSieho pozorovania vylicené, pretoze by nemuseli prezit' stratu tak
velkého objemu krvi. ,

Vysledky vztahujlice sa na dobu prezitia mézu byt rozdelené do dvoch
hlavnych skupin, a sice na tie, kedy sa na liedbu pouzil pripravok ,b“ alebo ,f.
Skratka ,Bbo“ oznacuje, ze pripravok sa ziskal od dobytka s leukdzu. Lie¢ba
prvej hlavnej skupiny sa teda uskutoériovala pripravkom Bbo-b a lieéba druhej
pripravkom Bbo-f. .

Doba prezitia sa rata od implantacie nadoru. Kazda krivka zobrazena na

obr. 1 az 7 predstavuje priemer skupiny najmene;j piatich mysi.
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Na obr. 1 a 2 su zobrazené grafy prezitia skupin lie€enymi pripravkom
Bbo-f. MySi patriace ku skupine pozitivnej kontroly neboli po implantacii nadoru
lie€ené, dostavali len obvyklé davky potravy, mysiam v lie€enych skupinach sa
kazdy druhy der podavalo definované mnozstvo pripravku Bbo-f. Na obr. 1 st
zobrazené skupiny, ktorj’/m sa v kazdej davke podalo 0,15 ml. Tieto dve skupiny
sa navzajom lisia poétom podavani. Prvej skupine sa podalo 8 davok, pokym
druhej skupine 10 davok, potom uz mysi neboli dalej lieené. U skupiny, ktorej
sa podalo 10 davok mdzeme pozorovat, ze po ukonceni liecby, t.j. po 20. dni,
nahle vzrastla umrtnost’.

Nahly narast umrtnosti je mozné pozorovat’ aj u skupiny, ktorej sa podalo
8 davok, ale je zaujimavé, ze k narastu priSlo neskorSie a nebol tak prudky.
Priemerna doba prezitia kontrolnej skupiny bola 19,6 dni, skupiny, ktorej sa
podalo 8 davok 24,8 dni a skupina, ktorej sa podalo 10 davok 23,2 dni.

Kazdej skupine zobrazenej na obr. 2 sa davky podavali kazdy druhy den
a celkom sa im podalo 10 davok. Skupiny sa lisia mnozstvom davky. Mysi v
prvej skupine dostali pri kazdom podani 0,15 ml, pokym my$i v druhej skupine
boli lieCené davkou 0,1 ml. Rozdiel spdosobeny znizenim mnozstva davky je
velmi znatelny. Doba prezitia vzrastla na 30 dni, ¢o vzhladom na pozitivhu
kontrolu znamena zlepsSenie 0 153 %.

Vysledky lieCby pripravkom Bbo-b su zobrazené na dvoch suboroch
obrazkov. Premenlivym parametrom na obr. 3 az 5 je davka. V pripade
Zzobrazenom na obr. 3 bola davka podana 6x, a je zrejmeé, Ze doba prezitia je
znacéne zavisla na velkosti davky, pricom nizsia davka je o nie€o ucinnejsia.
Doba prezitia je v$ak podstatne dlhsia pri porovnani s pripravkom Bbo-f,
pretoze priemerna doba prezitia bola 37 dni, o vzhladom na pozitivnu kontrolu
znamena zleps$enie o takmer 189 %. Zavislost doby prezitia na davke je este
zjavnejsia, ak porovname vysledky zobrazené na obr. 4. V tomto pripade sa
podalo 8 davok. Uginkom davky 0,15 ml pri porovnani s hodnotou ziskanou pri
podani 6 davok doba prezitia poklesla, o mdze byt spdsobené jedine
predavkovanim. Oproti tomu, davka 0,1 ml sa zda byt pri podani 8 davok

optimalna, pretoze priemerna doba prezitia podstatne naréstla, a ani do 59. dna
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sa nedosiahla 50% umrtnost. Prezitie teda vzrastlo o viac nez 300 %, ¢o je
nezvyc€ajne zaujimava hodnota.

Na obr. 5 su zobrazené priemerné doby prezitia pri lieCbe, kedy sa
mySiam podalo 10 davok. V tomto pripade je prekvapujuci nasledok podania
davky 0,15 ml, pretoze v tejto skupine 'néhle klesa prezitie, ale priemer je vy§$i
nez u predoslych skupin s podobnou lie¢bou. Tieto rozdiely mézu byt
spésobené malym poCtom my$i v skupine, kde je priemer znac¢ne ovplyvneny
neobvyklym spravanim sa jednej alebo dvoch mysi. Pri davke 0,1 ml umrtnost’
nahle vzrasta po 33. dni, Co mdze byt tiez spdsobené predavkovanim.

Premennym parametrom na obr. 6 a 7 je poCet davok. Pri porovnani
tychto dvoch obrazkov je tiez zrejmé, Ze optimaine je podanie 8 davok pri
mnozstve davky 0,1 ml. Z obr. 7 méZzeme vyvodit, Ze ak sa poda vys$sia davka,
vzrasta prezitie, len ak sa zaroven znizi pocet davok, ¢o tak isto naznaduje, ze

davka bola prili$ vysoka.
LieCba nadoru a priemerna hmotnost' zvierat

ZlepSeni stavu zvierat v lietenych skupinach sa nemusi odrazit' len na
priemernej dobe prezitia. U zvierat s pociatoénou hmotnostou 25 g sa vytvéara
nador, ktory vazi 6 az 8 g, tj. takmer tretina hmotnosti zvierat. U zvierat
lieCenych 6smimi davkami 0,1 ml pripravku Bbo-b mozno ku koncu lietebného
cyklu pozorovat' na nadore napadné zmeny. Nador praska a vyteka z neho
kasovita hmota. Tento material obsahuje mftve nadorové bunky. Hrbolec
tvoreny nadorom postupne mizne a zvieratd naberaju na hmotnosti.

Na obr. 8 je zobrazena hodnota priemernej telesnej hmotnosti zvierat
prinaleziacich do skupin, ktoré dostali 8 davok pripravku Bbo-b alebo Bbo-f, a
do skupiny pozitivnej kontroly, pogas prvych 19 dnoch experimentu. Tento graf
sa zhoduje s vysSie opisanym stavom, najma u skupiny lieene] pripravkom
Bbo-b. Nevyhodou tohto grafu je, ze samostatne nezachycuje hmotnost
nadoru. Nebolo mozne ziskat' presné hodnoty hmotnosti nadoru, pretoze

celkova telesna hmotnost' je spolu aj s hmotnostou nadoru. Pri lieGenych
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skupinach je typickym pocCiatony pokles nasledovany regeneraénym narastom,
pri pozitivnej kontrole je kolisajuci narast hmotnosti spdsobeny prevazne rastom
nadoru.

Z vyssie uvedenych experimentov boli vybrané tie, ktoré sa javili ako
najlepsie a aj sa zopakovali pouzitim latky ziskanej zo zdravych kusov dobytka,
ktory nema leukdzu. Vysledky tychto pokusov sa vyrazne neliili od vysledku
ziskanych pri skupine pozitivnej kontroly, ¢o potvrdzuje, e G&inné st len

pripravky ziskané z krvi dobytka s leukozou.

Vysledky vy$etrenia enzymatickych nadorovych antigénov

Na vysetrenie metabolickych zmien ktoré su sprievodnym javom
malignych procesov, existuje niekolko enzymatickych nadorovych markerov,
ktoré sa v klinickej praxi bezne stanowujd, a z tychto metéd bol vybrany rad
tych, ktoré sa mézu pouzit' na rutinné vysetrenie. Pri vybere vhodnych metdd sa
berie do uvahy, ze maligne procesy su doprevadzané a ¢asto tiez zapri¢inené
komplikovanﬁlmi biochemickymi poruchami. Z tychto dévodov sa preto javi ako
nevyhnutné uskutocnovat' analyzu metabolizmu nukleovych kyselin (aktivita
sérovych bazickych a kyslych deoxyribonukledz, aktivita 5'-nukleotidazy),
metabolizmu polyaminov (argindzova aktivita), funkénosti pederiovych
mitochondrii (aktivita ornitin-karbamoy! izomerézy), glukogenézy (aktivita
fosfohexozoizomerazy) a procesov spojenych s metabolizmom kosti (aktivita
Specifickej kostnej alkalickej fosfatazy). Zmeny v aktivite uvedenych enzymov
odrazaju zmeny metabolizmu ktoré su sprievodnym javom malignych procesov

a tiez vysledky pouzitej liecby.

PocCas experimentov sa 8., 15. a 19. den po implantacii nadoru mysiam
odoberaju vzorky krvi. Udaje st zaznamenané v tabulke 1. Udaje predstavui
priemer namerany u jednotlivych mysi, pricom vzorky z jednotlivych mysi sa

uréuju zvlast.

Vyznam jednotlivych stipcov tabulky:



14

B-Glyc: neSpecificka fosfatdza, B-glycerofosfataza: tato hodnota sa moze
odcitat' od hodnoty ostatnych fosfatédz, aby sa tieto mohli interpretovat’ ako
nadorové markery

5'-AMP: rodina enzymov 5'- nukleotidéz, najméa 5'-adenozin-5-monofosfat
Alk.F: alkalicka fosfataza

5'-TMP: 5'-tymidin monofosfat

PDE: fosfodiesteraza

SDNaz: kysla deoxyribonukleaza (kysla DNAza)

2.5-ND: celkova hodnota vS§etkych 5'-nukleotidaz

Taburka 1: Uginky sérovej plazmy Bbo-b a Bbo-f na mysi so sarkémom S-180

Skupina B-Glyc 5-AMP  AlkF. 5-TMP PD. 'SDNaz £.5-ND

Zvierat

241-251 2,12 5,45 14,7 467 31,2 457
271-275 5,76 7,12 - 235 7,89 446 100,7 53,4
276-280 6,78 8,92 19,9 10,78 54,6 98,3 55,67
281-290 2,67 10,23 23,9 13,6 55,9 123,1 67,3
385-390 456 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
396-400 245 218 33,5 20,76 67,9 145 78,8

41-50 333 213 32,78 19,43 86,8 359,1 97,8
101-105 2 247 21,72 21,45 789 189,1 69,9
151-155 1,56 29,4 31,32 1342 657 201,6 76,1

106-110 1,15 3,67 10,39 567 432 35,2 35,2
56- 60 2,91 3,4 13,6 58 36,8 40,8 - 403
51- 55 -0,03 3.4 22,31 6,2 41,3 32,9 42,1

V tabulke mozno sledovat' tri odliSné skupiny. Posledna skupina sa
vztahuje na kontrolné mysi, ktorym sa neimplantoval nador, pricom mysi 51-55
patriace do tejto skupiny boli vySetrené 8. den, mysi 56-60 boli vySetrené

15.den a mysi 106-110 boli vy$etrené 19. den.
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Prostredna skupina sa vztahuje na mysi pozitivnej kontroly, pricom mys$i
151-155 boli vysetrene 8. den, mysi 101-105 boli vySetrené 15. den a mysi 41-
50 boli vySetrené 19. den.

Prva skupina sa moéze rozdelit do dvoch podskupin, myéi Z prvej
podskupiny, pocinajuc &islicou 2, ktoré boli lie€ené pripravkom Bbo-b a mysi z
druhej podskupiny, pocinajuc Cislicou 3, ktoré boli liecené pripravkom Bbo-f. V
podskupine lieCenej pripravkom Bbo-b boli mysi 281-290 vysetrené 8. den, mysi
276-280 15. den, mysi 271-275 19. den a nakoniec boli mysi 246-250 vys$etrené
vzhladom na podstatne dlh$iu dobu prezitia 45. den.

V druhé podskupine lie€enej pripravkom Bbo-f bolo rozdelenie mysi
podla dna vySetrenia nasledovné: 396-400: 8. den, 391-395:; 15. den, 385-390:
19. den.

Vysledky su na obr. 9 znazornené formou stipcového grafu, na ktorom st
skupiny mys$i na vodorovnej osi vo vztahu k udajom, ktoré si nad kazdou zo
skupin uvedené na vertikalnej osi, pricom vyska stipcov vyjadruje sthrnné
hodnoty. Na vodorovnej osi su zobrazené jednotlivé skupiny mysi oddelene a v
jednotlivych skupinach zodpoveda lavo-pravé usporiadanie vzrastajucemu
poradie vzoriek.

Tri lavé stipce st pre kontrolnG skupinu, stredné tri stipce st pre skupinu
pozitivnej kontroly, prvé tri stipce zo siedmych pravych stipcov st pre
podskupinu Bbo-f a posledné $tyri stipce st pre podskupinu Bbo-b.

V kontrolni skupine sa prirodzene udaje s ¢asom nemenia, ich hodnoty
kolisaju v ramci prirodzeného rozsahu. Pri pozitivnej kontrole su vsetky hodnoty
nezvyCajne vysoké a v Case, kedy zvierata zacinaju umierat, ich hodnoty
nadalej rastu.

Naopak pri obidvoch lie€enych skupinach su vychodzie hodnoty nizsie
ako hodnoty zaznamenané pri skupine pozitivnej kontroly a s ¢asom nadalej
klesaju. Liecba pripravkom Bbo-b vykazuje podstatne lepSie vysledky nez
lie€ba pripravkom Bbo-f, €o je v zhode s priaznivymi hodnotami prezitia. Pokles
pokracuje aj po 19. dni a ku koncu experimentu sa hodnoty blizia k normalnym

hodnotam kontrolnej skupiny.
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Experiment 4

Na zaklade priaznivych vysledkov ziskanych pocas predchadzajlcich
experimentov sa skumalo, ktoré zlozky plazmy bez lipidov sU zodpovedné za
tento ucinok. Kedze sme mali k dispozicii krv od zdravych ludi, krv jedinCov s
akatnou leukémiou, krv l'udskych darcov, ktori boli vylieceni z nadoru a dalej krv
odobranu dobytku s aj bez leukdzy, ziskali sme z kazdého uvedeného typu krvi
pripravok typu ,b“, ktory sa nasledne testoval pomocou elektroforézy. Na
testovanie sa vychodzi material preniesol na polyakrylamidovy gél, kde sa
posobenim elektrického pola jeho zlozky rozdelili podla svojej molekulovej
hmotnosti.

Frakcie ziskané z krvi, ktoré sa ukazali z hladiska lietby nadorov ako
neucinng, t.j. krv zdravych fudi a krv odobrana dobytku, ktory nema leukézu, sa
porovnévali s frakciami ziskanymi z typov krvi, ktoré sa preukazali z hladiska
lieCby nadorov ako ucinné.

Najmarkantnejsi rozdiel je u frakcii ziskanymi z dobytka trpiaceho
leukozou a zavisi na pritomnosti frakcie molekularnej hmotnosti okolo 40 000 a
iné frakcie molekularnej hmotnosti v rozsahu medzi 300 000 a 350 000. Tieto
dve frakcie tvoria 8 - 12 % vzorky. Frakcie pripravkov ziskanych z krvi darcov
vylieCenych z nadoru obsahuje obidve tieto zlozky, avak pritomnost frakcie
molekularnej hmotnosti okolo 40 000 bola vyraznej$ia a mnozstvo tychto frakcii
je podstatne nizSi - okolo 2 - 3 %. Frakcie pripravku ziskaného z krvi
leukemickych pacientov obsahuji len stopy zlozky molekularnej hmotnosti
40 000 a druha zlozka nebola vébec detekovana.

Pre (cely identifikicie sa prva zo spomenutych frakcii rholekula’rn’ej
hmotnosti okolo 40 000 bude oznadovat ako ,bovin 40“ a druha frakcia
molekularnej hmotnosti v rozsahu medzi 300 000 a 350 000 sa bude oznadovat'
ako ,bovin 300". Spdsob, ktory tu bol opisany, je dostatoéne presny na zretelni
identifikaciu tychto dvoch zloziek. Identifikdcia Struktury tychto zloziek sa prave
uskutoCruje. Podl'a vysledkov, ktoré su tu predlozené, sa mdze konstatovat', e

pritomnost’ latok bovin 40 a bovin 300 je zodpovedna za uvedené Gcinky.
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PRIKLAD 2
Experimenty zahrnujuce implantaciu kolorektalneho nadoru C26

Experimenty sa uskutodhovali na prvej generacii samcov inbredného
kmena Balb/c, ktoré su vysledkom vzajomného krizenia. Mysi pochadzaju z |
TNO Institute, Rijkswijk, Holandsko, a chovali sa v Narodnom onkologickom
ustave (Madarsko), Oddelenie experimentainej farmakoldgie.

Chov tychto mys$i sa uskuto¢noval pri tychto podmienkach: makrolénové
klietky, teplota 20-22 °C, relativna vihkost' 45-55 %, striedanie tmy a svetla
prebiehalo s 12 hodinovou peridédou. Mysi boli kimené potravou Standardnej
kvality sterilizovanou v autoklave (typ Altromin, Nemecko), podstielka bola z
drevenych pilin. Hygienicka uroveri spifiala podmienky predpisané pre SPF
(bez $pecifickych patogénov) chovy. Starostlivost o zvieratd a ich chov sa
uskutoCnoval v sulade s helsinskou deklaraciou ,Zasady starostlivosti a
pouzivanie zvierat."

Adenokarcindm hrubého ¢reva Colon-26 sa ziskal od SRI, Birmingham,
Alabama, USA. Spdésob transplantacie: zo ziskaného nadoru bola oddelena
cast hmotnosti 20 mg, ktord sa podkozne implantovala do oblasti medzi
lopatky.

Pocas experimentu sa zvierata rozdelili do skupin po desiatich mysiach,
zvierata zo skupiny pozitivne] kontroly sa po implantacii nadoru neliecili.
LieCenym skupinam sa podaval vySsie opisany pripravok Bbo-b. Téato latka je v
zaznamoch vedenych pocCas pokusu oznacovana tiez ako ABB-7. Podla
skusenosti ziékanych pocas experimehtov uvedenych v Priklade 1 sa mySiam
medzi 1. a 9. diom podavalo 8 davok lie€iva, pricom sa davky podavali vzdy v
rovhakom dennom c&ase alen raz za den. Jednotlivé skupiny sa odliSovali
podia spdsobu podavania lieCiva a mnozstvom podanej experimentainej latky.

Udaje o preziti si znazornené na obr. 10. Pre skupinu pozitivnej kontroly
je 100% doba prezitia 19 dni. Prvej skupine sa preparat objemu 0,1 m! podaval
intraperitonealne (Ipl), druhej skupine sa rovnakym spdsobom podavalo 0,15 ml
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a testovalo sa tiez podavanie Ustami (per os). Na tento spdsob podavania sa
pouzivalo kfmidlo, ktoré zabezpeci podavanie latky priamo do zaltdka zvierata.
Prva skupina lie€ena per os (po 1) dostala davku objemu 0,2 ml latky a pri
druhej skupiny liecenej per os (po 2) bol objem 0,3 ml. Dal$ia skupina sc bola
lieGena subkutannym (podkoznym) podavanim 0,1 ml latky. Udaje o preziti
znamenaju priemerné hodnoty skupiny desiatich my$i. Z obrazku je zrejmé, ze
pri kazdej z lieCenych skupin priSlo k vyraznému zlepseniu, pri¢om
najucinnej$im sa ukézalo intraperitonealne podavanie 0,1 ml a per os
podavanie 0,2 m! latky.

Tieto experimenty sa opakovali s dalSimi skupinami s desiatimi mys$ami a
kvoli meraniu hmotnosti nadoru sa nadory vybrali zvieratam tesne pred umrtim
kazdeého zvierata a hmotnost nadoru sa zaznamenala.

Vysledky tohto experimentu st znazornené na obr. 11. Nad stipcami su
uvedené udaje o hladine vyznamnosti, pricom véetky hodnoty su niZSie nez
0,05, t.j. udaje su velmi spolahlivé.

Pri inych skupinach s desiatimi my$ami lieCenymi podobne sa urovala
aktivita 5'-nukleotidaz vo vzorkach odobratych 8. a 16. defi po implantécii
nadoru a tak isto tesne pred smrtou, atak isto ako v pripade experimentov
uvedenych v Priklade 1. Udaje s znazornené na obr. 12. Aktivita narasta od
poCiatoCnej nizkej hladiny, 16. der dosahuje velmi vysoké hodnoty a potom, v
Case umrtia zvierata, dochadza k vyznamnému poklesu aktivity pri porovnani s

hodnotami nameranymi u skupiny pozitivnej kontroly.

PRIKLAD 3
Experimenty zahrnujuce implantaciu nadoru prsnika MXT

Pri dodrzani rovnakych podmienok, ktoré st opisané v Priklade 2, boli
samice mysi BDF; s opisanym p6vodom pouzité na Stadium G&inkov liecby
pripravkom Bbo-b na rast nadoru prsnika 20 MXT. Nadorové bunky, ktoré sa
pouzili na transplantaciu pévodom z MASON Res. Inst. USA. Zo ziskaného
nadoru sa odobrala ast' objemu 1 mm3, ktora sa implantovala do miesta medzi

lopatkami.
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Pokusné zvierata sa rovnako ako v pripade experimentov opisanych v
Priklade 2 rozdelia do jednotlivych skupin, s po¢tom desiatich mys$i, pricom v
jednotlivych skupinach su mysi lie€ené rovnako. Liecba sa uskutocriovala latkou
Bbo-b. Tak isto ako poCas experimentov uvedenych v Priklade 2 sa m‘yéiam

“podévalo liecivo vzdy v rovnakom dennom ¢ase, a to pocas 8 dni. Pre skupinu
pozitivnej kontroly je priemerna doba prezitia 24 dni. Udaje o dobe prezitia st
znazornené na obr. 13. Je zrejmé, Ze niekolkym skupinam sa lie¢ivo podavalo
rovhakym spésobom, napr. skupiny ipt a ip2 sa spoloéne liegili
intraperitonealne podanim davky objemu 0,15 ml, alebo skupiny po2 a po3
dostavali davku objemu 0,3ml per os. Pri tomto type nadoru vzrasto! ¢as prezitia
o cca 40 %, €o je najlepsi dosiahnuty vysledok v pripade podavania per os.

U zvierat sa tesne pred uhynutim zistovala hmotnost nadoru tak, ako je
to opisané v Priklade 2 a vysledky sU znazornené na obr. 14 a 15. Cisla
uvedené na horizontalnej osi znamenaju poradové cisla mysi v jednotlivych
skupinach a nemaju ziadny zvlastny vyznam. Zvislé useky na stipcoch oznaduju
rozptyl v ramci prislusnej skupiny. Pokles hmotnosti nadoru je najvyznamnejsie
pri lieCbe uskutoCnovanej per os.

UrCenie 5'-nukleotidaz uskutoénené pri experimentalnych zvieratéch
vykazuju pri lieCenych skupinach podstatny pokles. Vyhodnotenie vsetkych
zistovanych experimentalnych udajov nebolo este ukoncené, a preto nemdzu

byt' zhrnuté vo forme tabulky.

PRIKLAD 4

Experimenty zahrnujuce implantaciu akutnej Ly219 lymfoidnej leukémie

Uginky pripravku Bbo-b sa tiez testovali na modeli Lizo lymfoidnej
leukémie. Samce kmena BDF; boli v desat¢lennych skupinach ustajené v
podmienkach opisanych v Priklade 2 a 3. Z ascitickej tekutiny DBA/2 mysi, na
ktorych sa Li2i0 pasazovala, sa pridanim fyziologického roztoku pripravila
suspenzia obsahujica 10° buniek v 0,1 ml. Kazdej pokusnej mysi sa

intraperitonealne infikovalo 0,1 ml suspenzie a lieCba jednotlivych skupin sa
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uskutocnovala rovnako ako v Priklade 2 a 3 raz za den poc¢as dsmich dni.

Udaje o preziti su zobrazené na obr. 16. Priemerna doba prezitia v
skupine pozitivnej kontroly bola 9,9 dni. Na obr. 16 mdzeme sledovat, Zze doba
prezitia sa podstatne lisi v zavislosti na spdsobe podavania davky. Po
intraperitonealnom a subkutannom podani je doba preévitia 170 % oproﬁ per os
podaniu davky 0,2 ml, ktoré smeruje k narastu doby prezitia na 320 %, avsak
pri tejto skupine su velké rozdiely medzi jednotlivymi zvieratami a niektoré
zvierata sa uplne uzdravili. Pri tomto type nadoru nie je mozné zistit pomernd
hmotnost' nadoru a absolutna hmotnost' nadoru je zlozena z nadoru pritomného
v mezenteériu a ascitickej tekutine zhromazdujlcej sa v peritoneéinej dutine.
Obr. 17 zobrazuje takto vypocitani hmotnost celkovej nadorovej masy u
uhynucich skupin. Zvierata, ktoré boli zivé este 30. den tiez patria k tymto
skupinam. Z obr. 17 je zrejmé, Ze pri troch lie€enych skupinach nebol najdeny
meratelny nador.

Na obr. 18 su zobrazené zmeny aktivity 5'-nukleotidazy meranej 5. a 8.
den a tiez v Case uhynu. Z grafu je zrejmé, Ze u véetkych lietenych skupinach
prichadza k podstatnému zlepSeniu a pri niektorych skupinach sa dokonca
dosiahli normalne hodnoty.

Pri dalSich skupinach mysi, ktoré boli zahrnuté v Prikladoch 1 a2 4 sa v
roznom cCase uskutoCnila histologicka analyza. Tieto vySetrenia obsahovali
histologicku analyzu 17 rdznych organov. Podl'a tychto histologickych vysetreni
sa moze konstatovat, Ze ani pri jednom zo skimanych typov nadorov neprislo k
tvorbe metastaz. V pripade pozitivnych kontrol sa vSak nasli pocetné, zretelne
pozorovatelné metastazy. Metastazy sa u jednotlivych nadorov v organoch nasli
nasledovne: pri sarkéme S180 boli zasiahhuté lymfatické uzliny a peéen, pri
nadore Cos pecen a mezenterické lymfatické uzliny, pri nddore MXT pecen a pri
nadore L1210 kostna dren.

VyssSie uvedené vysledky experimentov naznaduj, ze je
pravdepodobné, ze k podstatnému zlepseniu dojde tiez u nadorov, ktoré sa tu
neskumali. Vzhfadom k nezvycajnému vyznamu tychto objavov bude potrebné

uskutoCnit’ vyskum zachycuijuci vSetky typy nadorov. Napriek tomu su vyssie
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uvedené experimenty dostatotné obsiahle, aby mohli sluzit ako podklady
dokazujuce existenciu hlavného ucinku.

Roztok podla tohto objavu sa mdze ucinne pouzivat' nielen na liecbu
nadorov, ale aj pri nasledovnej prevencii vzniku metastaz.

Vzhladom na skutoCnost, Ze obidve jednotlivé frakcie, ktoré su
zodpovedné za ucinok, prinajmensom vsak frakcia bovin 40, su pritomné v krvi
jedincov s nadorom, sa mdze vySetrenie pritomnosti tychto frakeif pouzit' na
diagnostiku nadorov.

Vysledky ziskané pripravkami podla tohto objavu znamenaju spolo¢ne
so svojim diagnostickym potencialom podklad pre nadej na ucinnu terapiu a
diagnézu nadorov. Dobytok s leukézu je hojne dostupny na celom svete, ¢o
umoznuje vyrobu vo velkom meradle. NavySe existuje moznost objavu
syntetického spdsobu pripravy latok bovin 40 a bovin 300, pretoze podrobné
preskumanie tychto latok méze, ako sa da ofakavat, viest' k takejto vyrobe.
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PATENTOVE NAROKY

- OPRAVENE -
. Farmaceuticky pripravok vyznacujuci sa tym, Ze obsahuje ,
krvnu plazmu alebo vopred urcené Casti krvnej plazmy pérnokopytnikév,
ktorych zivot nechrozuje leukéza. ’ ’
. Farmaceuticky pripravok podla naroku1vyznacujuci sa tym, ze
parnokopytnikom je dobytok.
. Farmaceuticky pripravok na lie€bu nddorovvyznacujlci sa tym,
Zze obsahuje latku predstavujucu rozdiel detekovatelny pouzitim
elektroforézy medzi frakciou bez lipidov ziskanou od dobytka s leukézou
a frakciou bez lipidov ziskanou od zdravého dobytka.
. Spbdsob pripravy frakcie krvnej plazmy bez lipidov podra naroku 1
obsahujuce kroky oSetrenia vychodzej krvi antikoagulantom (tento krok
nie je zavazny) a oddelenie Castic ztejtokrvivyznacujluci sa ty
m, ze jednotlivé kroky zahrnuju oSetrenie frakcie plazmy prvym
organickym  rozpustadlom, pridanie povrchovo aktivnej latky
pozostavajucej z jemnych zrniek do tejto zmesi, premiesanie tekutiny,
oddelenie frakcie bez lipidov naviazané na tieto zrnka od tekutej zloZzky
centrifugaciou a opatovné premiestnené oddelenej frakcie do roztoku.
. Spbsob podla naroku4vyznacujuci sa tym, Ze sa na opatovné
vlozenie oddelenej frakcie do roztoku pouzije dalSie organické
rozpustadlo, tekutina sa premiesa a centrifugaciou sa oddeli frakcia bez
Iipiddv naviazana na zrnka od tekutej zlozky a potom sa opat' premiestni
oddelena frakcia do roztoku.
. Spdsob podla naroku 5 v yznacujuci sa tym, ze sa pri druhom
kroku opatovného presunutia frakcie do roztoku pouzije fyziologicky
roztok.
. Spbsob podla naroku5vyznacujuci sa tym, Ze sa pri druhom
kroku opatovneho presunutia frakcie do roztoku pouzije tekutina, ktora je
rozpustadlom frakcie bez lipidov, a potom Ze sa oddeli frakcia bez lipidov

naviazana na zrnka od tekutej zlozky opakovanou centrifugaciou.



23

8. SpOsob podla naroku 4 vyznacujuci sa tym, Zze zrmka
povrchovo aktivnej latky su velkosti medzi 200 a 400 nm.

9. SpoOsob podla naroku4 vyznacujuci sa tym, 2e hmotnost
povrchovo aktivnej latky predstavuje 0,5 % hmotnosti frakcie plazmy.

10. Spdsob podla naroku4 vyznacujuci sa tym, ze povrchovo
aktivnou latkou je kaolin.

11.Spbsob podla naroku4 vyznacujuci sa tym, Ze mnozstvo
prvého organického rozpustadla je v podstate zhodné s mnozstvom
frakcie plazmy.

12.Spbsob podla naroku 5 vyznacujuci sa tym, Ze mnozstvo
druhého organického rozplstadia je v podstate zhodné s mnozstvom
prvého organického rozpustadia.

13. Spbsob podla naroku5 vyznadujluci sa tym, ze prvé organické
rozpustadlo je alkohol a druhé organické rozpustadio je toluén.

14. Pouzitie farmaceutického pripravku podlia naroku 1 na lieébu nadorov a
nasledné osetrenie.

15. Pouzitie farmaceutického pripravku podl'a naroku 1 na prevenciu vzniku
sekundarnych nadorov nasledne po primarnom nédore.

16. Pouzitie podla naroku 16 na lie¢bu ktoréhokolvek nadoru z uvedenych
nadorov: sarkom S 180, nador hrubého ¢reva C26, nador prsnika MXT a

akutna lymfoidna leukémia.
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