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INFEKTION LEVIAMISEN ESTAMINEN VERENKASITTELYLAITTEELLA

Ristiviittaus asiaanliittyvd&dn hakemukseen

Tdmi hakemus on continuation-in-part samaan aikaan vireilld ole-
valle US-patenttihakemukselle sarjanumeroltaan 140,078, jdtetty
31.12.1987. )

Keksinndén alue

Tamd keksintd kohdistuu rasvahappojen ja monoglyseridien virus-
tenvastaiseen ja bakteerienvastaiseen vaikutukseen. Tarkemmin
témd hakemus kohdistuu koteloituneiden virusten inaktivoimiseen
ja solujen tappamiseen rasvahapoilla ja monoglyserideill&, eri-
tyisesti veressd ja verituotteissa.

Keksinndn taustaa

On olemassa monia julkaistuja raportteja, jotka koskevat &idin-
maidon kykyd suojata imevdistd maha-suolialueen tulehdukselta.
Katso A.S. Cunningham, Morbidity in breast-fed and artificially
fed infants, J. Pediatr., 1979, Vol. 95, s. 685-689; M.G. Myers
et al., Respiratory and gastrointestinal illnesses in breast-
and formula-fed infants, Am. J. Dis. Child., 1984, Vol. 138, s.
629-632; S.A. Larsen, Jr., Relation of breast versus bottle fee-
ding to hospitalization for gastroenteritis in a middle-class
U.S. population, J. Pediatr., 1978, Vol. 92, s. 417-418; M.E.
Fallot et al., Breast-feeding reduced incidence of hospital ad-
missions for infection in infants, Pediatr., 1980, Vol. 65, s.
1121-1124; A.S. Cunningham, Breast-feeding and health, J.
Pediatr., 1987, Vol. 110, s. 658-659. Suuri osa suojasta on las~
kettu maidossa olevien immunoglobuliinien tiliin. Katso G.A.

Loslonsky et al., Maternal-neonatal interactions and human
breast milk, julkaisussa Reproductive Immunoloqy, N. Gleicher
(toim.), New York, Alan R. Riss, 1981, s. 171-182; A.S. Goldman
et al., Host defenses: development and maternal contributions,
julkaisussa Barness ILA., toim., Advance in pediatricg, Vol. 32,
1985, s. 71-100. On kuitenkin osoitettu, etti maidossa on epi-
spesifisid tekijditd, jotka voivat tappaa patogeeneja tai hidas-
taa niiden replikoitumista. Jotkut ndistd suojatekijoistd ovat
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my&s ravintoaineita, kuten monoglyseridit ja rasvahapot. Koska
ihmislapsen maitoseos el sisdlld immunoglobuliineja, on oletet-
tu, ettd se ei anna mitdin suojaa maha-suolialueen infektiota
vastaan. Maitoseokset kuitenkin sisdltavdt triglyseridejd, jotka
mahassa ja suolistossa tapahtuneen lipolyysin jdlkeen muodosta~
vat vapaita rasvahappoja ja monoglyseridejd, joista joidenkin on
osoitettu inaktivoivan koteloituneita viruksia ja Giardia lamb-
liaa ollessaan ldsnd ihmisen ja naudan maidossa. Katso J.K.
Welsh et al., Use of Semliki Forest virus to identify lipid-me-
diated antiviral activity and anti-alphavirus immunoglobulin A
'in human milk, Infect. Immun., 1978, Vol. 19, s. 395-401 (I);
J.K. Welsh et al., Effect of antiviral lipids, heat, and free-
zing on the activity of viruses in human milk, J. Infect. Dis.,
1979, Vol. 140, s. 322-328 (II); C.E. Isaacs et al., Membrane
disruptive effect of human milk: Inactivation of enveloped vi-
ruses, J. Infect. Dis., 1986, Vol. 154, s. 966-971, kaikkien
edellamainittujen artikkelien ollessa liitetty t&hén yhteyteen

viitteiksi.

Aidinmaito sisi1td4 joukon virustenvastaisia tekijditd, jotka
eivdt ole immunoglobuliineja. Katso W.A. Falkler, Jr., et al., A
lipid inhibitor of dengue virus in human colostrum and milk,
Arch. Virol., 1975, Vol. 47, s. 3-10; A.H. Fieldsteel, Non-spe-
cific antiviral substances in human milk active against arbovi-

rus and murine leukemia virus, Cancer Res., 1974, Vol. 34, s.
712-715; T.H. Matthews et al., Antiviral activity in milk of
possible clinical importance, Lancet, 1976, Vol. ii, s. 1387-
1389; N.H. Sarkar et al., Effect of human milk on the mouse mam-
mary tumor virus, Cancer Res., 1973, Vol. 33, s. 626-629. Jotkut
ndistd tekijbistd sijaitsevat maidon ei-lipidisessid fraktiossa,

mutta useimmat tutkimukset ovat havainneet virustenvastaista
aktiivisuutta, joka liittyy lipidifraktioon. Virustenvastaiset
lipidit ovat parhaiten karakterisoineet Welsh et al. (II), jotka
havaitsivat, ettd maidossa olevat vapaat tyydyttymittdmit rasva-
hapot ja monoglyseridit inaktivoivat koteloituneita, mutta eivit
koteloitumattomia viruksia.

Kuten C.E. Isaacs et al. ovat raportoineet julkaisussa Membrane
Disruptive Effect of Human Milk: Inactivation of Enveloped Vi-
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fisesti on liitetty tdhd&n yhteyteen viitteeksi, on Welsh et
al.:n suorittama tyd (II) vahvistettu ja sitd on laajennettu.
Osoitettiin, ettd tuoreesta rintamaidosta perdisin olevat lipi-
dit eividt ole virustenvastaisia, mutta aktivoituvat vastustamaan
koteloituneita viruksia sdilytettdessd 4°C:een limpdtilassa,
sekd lapsen vatsassa, todenndkdisesti rasvahappojen vapautuessa

maidon triglyserideista.

Keksinndn tarkoitukset

Keksinnén tarkoituksena on tarjota kdyttddn rasvahappoja ja mo-
noglyseridejid, joilla on virustenvastainen ja bakteereidenvas-

tainen vaikutus.

Keksinnén tarkoituksena on myds antaa kayttddn menetelmd kote-
loituneiden virusten inaktivoimiseksi ja solujen tappamiseksi
saattamalla ne kosketuksiin rasvahappojen ja monoglyseridien

kanssa.

Keksinnén tarkoituksena on edelleen antaa kdyttdSn menetelmd
infektion vdhentdmiseksi verenkdsittelylaitteissa saattamalla
veri kosketuksiin rasvahappojen ja monoglyseridien kanssa.

Némd sekd keksinndn muut tarkoitukset kdyvat tarkemmin ilmi jdl-
jessd olevasta selostuksesta.

Lyhyt kuvaus piirroksista

Kuvat 1, 2 ja 3 esittdvdt kukin poikkileikkauskuvaa keksinnénmu-

kaisesta koeputkesta.

Kuva 4 esittdd poikkileikkauskuvaa keksinndénmukaisesta veripus-

sista.

Kuvat 5a-5¢ esittdvdt VSV-partikkelien negatiivista varjdystd,
joka osoittaa linoleenihapon vaikutusta. VSV inkuboitiin
37°C:ssa 30 min (a) MM:ssd, (b) linoleenihapossa (0,5 mg/ml MM)
ja (c¢) linoleenihapossa (1 mg/ml MM). Kuva 5a, normaaleja vahin-
goittumattomia partikkeleita piikkien peittadmin&; kuva 5b, vi-
ruskotelo, joka ei endd ole vahingoittumaton, jolloin vdrin on
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-mahdollista tunkeutua partikkeleihin; kuva 5c¢, viruspartikkelit

hajoamisen eri vaiheissa. Bar = 0,1 im.

Ruvat 6a-6d esittavit pyyhkdisyelektronimikroskooppikuvia kai-
kista viljelmistd osoittaen didinmaidon ja linoleenihapon vaiku-
tuksen. Vero-soluja inkuboitiin 37°C:ssa 30 min (a) &idinmaidos-
sa, (b) maidossa, jota oli pidetty 4°C:ssa 4 pdivdd, (c) MM:ssi
tai (d) linoleenihapossa (1 mg/ml MM). Maitondytteet laimennet-
tiin 1:5 MM:ddn. Kuvat 6a ja 6c, vahingoittumattomat solukalvot
joissa on mikrokarvoja; kuvat:- 6b ja 6d, solukalvoja, jotka ovat
osittain tai kokonaan hajonneet. Bar = 1,0 pm.

Keskustelua

Monilla viruksilla, jotka ovat virulentteja ihmisen patogeeneija,
on kotelot (pala kalvoa niitd ympdrdimdssd). N3itd ovat AIDS-
virus (ihmisen immuunipuutosvirus, HIV), ja herpes-virukset,
kuten herpes simplex virus (HSV), Epstein-Barr-virus (EBV), sy-
tomegalo-virus (CMV), Varicella/Zoster (VZ), Marekin sairauden
virus, tammojen virus-luominen, ja pseudorabies-virus. Virusten
kotelo on vdlttamédtdn infektiivisyydelle. Vaikka monet yhdisteet
pystyvdt tuhoamaan kotelon ja inaktivoimaan viruksen, on monilla
samanaikaisesti myrkyllisi# sivuvaikutuksia elimist&ssd. Rasva-'
hapot ja monoglyseridit ovat normaaleja kehon aineenvaihdunta-
tuotteita, joita muodostuu huomattavasti maitotuotteiden hajo-
tessa. On havaittu, ettd rasvahappojen ja/tai monoglyseridien
virustenvastaista ja/tai bakteerienvastaista vaikutusta voidaan
menestyksellisesti kdyttd8d hyvidksi.

Tuoreessa maidossa olevat lipidit eivdAt inaktivoi viruksia, mut-
ta tulevat virustenvastaisiksi, kun maitoa on sdilytetty muutama
pdivd 4°C:ssa tai 23°C:ssa. Virustenvastaisen vaikutuksen ilme-
neminen riippuu aktiivisista maidon lipaaseista ja korreloi mai-
dossa olevien rasvahappojen vapautumisen kanssa. Suuresta jou-
kosta rasvahappoja, jotka ovat maitolipidien normaaleja kompo-
nentteja, tutkittiin niiden vaikutus koteloituneita viruksia
vastaan, s.o. rakkulaisen suutulehduksen aiheuttavaa virusta
vastaan, herpes simplex-virusta vastaan, visna-virusta vastaan,
ja koteloitumatonta virusta, poliovirusta, vastaan. Lyhytketjui-
silla ja pitkdketjuisilla tyydyttyneilld rasvahapoilla ei ollut
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lainkaan tai oli hyvin pieni virustenvastainen vaikutus korkeim-
malla tutkitulla konsentraatiolla. Keskipitkdketjuisilla tyydyt-
tyneilld ja pitk&ketjuisilla tyydyttym&ttémilld rasvahapoilla
oli toisaalta erittdin suuri vaikutus koteloituneisiin viruk-
siin, vaikka tarvittava rasvahappokonsentraatio maksimaaliseen
virusten inaktivoimiseen wvaihteli niinkin paljon kuin 20-kertai-
sesti. Ndiden rasvahappojen monoglyseridit olivat my&s erittdin
virustenvastaisia, joissakin tapauksissa konsentraationa, joka
oli 10 kertaa alhaisempi kuin rasvahappojen konsentraatio. Yksi-
kddn rasvahapoista ei inaktivoinut poliovirusta. Virustenvas-
taisten rasvahappojen todettiin vaikuttavan viruksen koteloon,
aiheuttaen vuodon, ja suuremmilla konsentraatioilla kotelon ja
viruspartikkelien tédydellisen hajoamisen. Ne myds aiheuttivat
kudosviljelmdn solujen plasmakalvojen hajoamisen, joka johti
solujen hajoamiseen.ja kuolemiseen. Sama ilmid tapahtui soluvil-
jelmissd, joita oli inkuboitu sdilytetyssd virustenvastaisessa
didinmaidossa. Aidinmaidon lipidien mikrobienvastainen vaikutus
in vitro aiheutuu siis todenn#kdisimmin rasvahappojen aikaansaa-

masta solu- ja viruskalvojen hajoamisesta.

1. Materiaalit ja menetelmit

Soluviljelmdt. Vero-solut (Afrikan vihre&n apinan munuaissolu-
linja; Flow Laboratories Inc., McLean, Va.) kasvatettiin Eagle
basal-kasvualustassa (BME) (GIBCO Laboratories, Grand Island,
N.Y.) 10% inaktivoidun naudan seerumin (GIBCO) kanssa. Lampaan
sidekudosemosoluviljelmdt saatiin lampaan aivojen suonikudokses-
ta ja kasvatettiin 15% lampaan seerumissa (Colorado Serum Co.)
BME:ssd. Ylldpitokasvualusta (MM) Vero-soluille oli BME, jossa
oli 2% sikidvasikan seerumia; lampaan soluille MM oli 2% lampaan
seerumi BME:ssd. Gentamisiinid (0,1%) lisidttiin kaikkin kasvu-

alustoihin.

Virukset. Rakkulaisen suutaudin aiheuttavan viruskanta (VSV) ja
herpes simplex-viruksen, tyyppi 1 (HSV-1l) kanta MacIntyre saa-
tiin American Type Culture Collectionilta, Rockville, Md., ja
kasvatettiin Vero-soluissa. Visna-viruskanta K796 kasvatettiin
lampaan suonikudossoluissa. Polioviruksen, tyyppi 1, kanta Chat
saatiin R.I. Carpilta (New York Institute of Basic Research) ja
kasvatettiin Vero-soluissa.



N 6

Virusten titraus. Virukset titrattiin siirrostamalla 10-kertai-
sia laimennoksia (VSV, poliovirus, ja HSV-1l siirrostettiin Vero-
soluviljelmiin, ja visna-virus siirrostetiin lampaan suonikal-
vosoluviljelmiin) 96-koloisiin mikrotiitterikudosviljelmdlevyi-
hin (Becton Dickinson Labware, Oxnard, Calif.). Viruslaimennos
(0,1 ml) MM:ssd siirrostettiin kuhunkin koloon siten ettd samaa
laimennosta tuli neljd3n koloon. Levyjen annettiin seistd 2-12
pdivdd riippuen viruksesta, ja niist# tutkittiin pdivitt#&in so-
lusairausvaikutus. Virustiitterit laskettiin Reedin ja Muenchin
menetelmdlld (L.J. Reed et al., Am. J. Hyg., 1938, Vol. 27, s.
493-497).

Maitondytteet. Kidinmaitonéytteet 1, 2 ja 3 kerdttiin sterii-
leissd olosuhteissa 1-5 kuukautta synnytyksen jdlkeen ja pidet-
tiin pakastettuna -86°C:ssa ennen kokeisiin kdyttdmista.

Reagenssit. Rasvahapot ja monoglyseridit hankittiin Sigma Chemi-
cal Co.:lta, St. Louis, Mo. (puhtain laatu). Monoglyseridieette-
rit oli tilauksesta syntetisoinut Deva Biotech, Inc., Paoli,
Penna. Juuri ennen k&yttdd ne sulatettiin ja emulgoitiin neste-
miéiseen muotoon BME:hen, jossa oli 10% sikidvasikan seerumia,
vorteksoimalla suurimmalla nopeudella 1 min. Emulsiot (100
mg/ml) laimennettiin haluttuihin konsentraatioihin MM:&&n. Ly-
hytketjuisten rasvahappojen emulsiot neutraloitiin pH-arvoon 7
lisdamdlld 1 M NaOH:ta. Tyydyttymdttdmdt rasvahapot ja mono-
glyseridit pidettiin typessd, ja emulsiot kdytettiin muutaman
minuutin sisdlld valmistuksesta. Eseriinisulfaatti (fysostigmii-
ni; Sigma) ja NaCl liuotettiin veteen ja laimennettiin MM:&&n
ennen kokeisiin kdyttamists.

Virustenvastaista aktiivisuutta tutkiva koe. Noin 10° 50%:sti
kudosviljelmdd infektoivaa annosta (TCIDs.) virusta sekoitettiin
viisinkertaiseen laimennokseen maitoa MM:ssd ja inkuboitiin
37°C:ssa 30 min. Pelkk#ddn MM:33n sekoitettua virusta kdytettiin
kontrollina. Inkuboinnin j#dlkeen kunkin seoksen infektiivisyys

titrattiin sarjalaimennuspiitepistemenetelmiilli. Laimennokset
(10-kertaiset) tehtiin MM:&&n. 10°® - 10°* laimennosta siirros-
tettiin Vero-solujen yksisolukerroksiin, ja virustiitterit m&i-
ritettiin kuten edelld on kuvattu. Eroa kontrolliviruksen tiit-
terin (logio) ja maito-virus- ja lipidi-virusseoksien tiitterei-
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den vdalilld, t.s. virustiitterin laskua, kdytettiin virustenvas-

taisen aktiivisuuden mittana.

Viruksen preparointi elektronimikroskooppia varten. VSV konsent-

roitiin ja puhdistettiin osittain differentiaalisentrifugoinnil-
la Beckmannin L2-65B ultrasentrifuugissa, ja ndytteitd (10°
TCIDs o /ml) inkuboitiin 37°C:ssa 30 min MM:ssd emulgoitujen ras-
vahappojen kanssa tai ilman niit&d. Virussuspensiot levitettiin
hiilip&d&llystetyille ristikoille ja vdrjdttiin negatiivisesti 2%
fosfowolframihapolla, pH 7,0. Nédytteet tutkittiin kdyttden Hi-
tachin HS 8-2 elektronimikroskooppia jénnitteelli 50 kV.

Solujen preparointi elektronimikroskooppia varten. Solujen yk-

sisolukerroksia inkuboitiin 30 min 37°C:ssa joko pelkissd MM:ssi
tai maidon tai rasvahappoemulsion kanssa. Solukerrokset huuhdot-
tiin sitten huolellisesti Hankin tasapainotetulla suolaliuoksel-
la ja kiinnitettiin 2% glutaraldehydilld 0,1 M kakodylaattipus-
kurissa. Kun solut oli huuhdottu puskurissa ja jdlkikiinnitetty
2% osmiumtetroksidilla, ne dehydrattiin etanolifraktioiden avul-
la, kuivattiin kriittiseen pisteeseen ja ruiskupinnoitettiin
10,5 nm:118 kultaa. Ne tutkittiin ISI-ISS40 pyyhkalsyelektronl-
mikroskoopilla Jannltteellﬁ 20 kv,

Rasvahappojen mé&rdn arviointi. Lipidit 100 pyl:sta maitondyttei-

td uutettiin 0,5 ml:lla kloroformin ja metanolin seosta (2:1).
Ylempi faasi poistettiin ja kloroformikerroserd erotettiin ohut-
kerroskromatografialla Silika Gel G:11d (Merxck & Co., Inc., Rah-
way, N.J.) pddllystetyilld levyilli kdyttden kvantitatiivisia
standardeja 8l1jyhappoa livotinjdrjestelméssd, jossa oli heksaa-
nia, dietyylieetterid ja etikkahappoa (70:30:1,5). Kehittyneet
levyt hiillettiin sen jidlkeen kun niihin oli suihkutettu dikro-
maattirikkihappoa, ja vapaiden rasvahappojen md#iri miiritettiin
densitometrilli.

2. TULOKSET

uhde lipolyysin ja virustenvastaisen aktiivisuuden v#lilli.
Aikaisemmat tulokset (Isaacs et al.) osoittivat, ettd didinmaito
aktivoituu koteloituneita viruksia vastaan kun sitd on sdilytet-

ty 4°, 23° tai -20°C:ssa eri pituisia ajanjaksoja. Virustenvas-
tainen aktiivisuus liittyy kermafraktioon, mutta kuorittua frak-
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tiota tarvitaan lipidien tulemiseen virustenvastaisiksi. Sen
tutkimiseksi, riippuiko virustenvastaisen aktiivisuuden olemas-
saolo aktiivisista maidon lipaaseista, s&ilytettiin maitondyt-
teitd 1, 2 ja 3 4°C:ssa 4 pdivdi siten ettd ladsnid oli kaksi li-
paasi-inhibiittoria (5 mM eseriinisulfaattia ja 1 M NaCl) tai
ettei niitd ollut ldsn#. Virustiitteri (VSV) laski 10° :std
<10''® :een TCIDso sen jdlkeen kun oli inkuboitu maidon kanssa,
jota oli sdilytetty ilman inhibiittoria, jolloin vdhennys oli
10°*® TCIDs.. Sitd vastoin viruksessa, jota oli inkuboitu samal-
la tavalla maidon kanssa, jota oli sdilytetty lipaasi-inhibiit-
torien kanssa, ei ilmennyt mitdan infektiivisyyden vdhenemistd
kiytetyilld konsentraatioilla. Inhibiittoreilla ei ollut vaiku-
tusta maitoon, joka oli jo virustenvastaista.

Toinen osoitus siitd, ettd virustenvastaisen aktiivisuuden ilme-
neminen sdilytetyssd didinmaidossa liittyy lipolyysiin, on esi-

tetty seuraavassa taulukossa: -

TAULURKO 1. Vapaat rasvahapot (FFA) ja virustenvastainen aktii-

visuus maidossa®

Maito- = Sdilytys-~ FFA VSvV-tiitterin Lipoproteiini-
léamps/aika "
ndyte (°C/pdivad) (mg/ml) lasku (logio) lipaasi (U/ml
1 ~86/4 0.5 0 ' 356
- 23/4 12.0 4.0
4/4 ' 7.0 4.0
3 -86/4 0.5 0 20
23/4 2.0 0
4/4 2.0 0

® Samat tulokset saatiin maidolle, joka tutkittiin tuoreena tai
sdilytyksen jdlkeen -86°C:ssa.



Taulukon 1 mukaan pakastetussa didinmaiton&ytteessd 1 ei ollut
merkittdvid mddrid vapaita rasvahappoja, mutta mairid kasvoi
7:ddn ja 12:een mg/ml:aan kun ndytettd oli sdilytetty 4° ja 23
°C:ssa, tdssd jdrjestyksessd, 4 pdivdd. Molemmat sdilytetyt
ndytteet olivat erittdin suuresti virustenvastaisia. Maitondyt-
teen 3 vapaiden rasvahappojen mddrd toisaalta kasvoi vain 2
mg/ml:aan varastoinnin aikana, ja maito ei tullut virustenvas-
taiseksi. Verrattuna maitondytteeseen 3 oli maitondytteessd 1
paljon suuremmat mddrdt lipoproteiinilipaasia, jonka o0li aikai-
semmin osoitettu korreloivan maidon virustenvastaisen aktiivi-

suuden ilmenemisen kanssa.

Rasvahappoijen ‘ja monoglyseridien virustenvastainen aktiivisuus.

Maidosta 16ytyvien lukuisten rasvahappojen virustenvastaisen
aktiivisuuden vertailu on esitetty seuraavassa taulukossa:
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TAULUKKO 2. Virusten inaktivointi inkuboimalla rasvahappojen

kanssa 37°C:ssa 30 min

Rasvahappo
Butvyri- _ (4:0)°
Kaproiini- /| (63:0)
Kaoryyli- . (8:0)
Kapriini- © (10:0)
Lauriini- ° (12:0)
.Myristiini- (14:0)

Palmitiini- /(16:0)
Palmitoleeiini- = (1621)
Steariini- '(iB:O)
01jy- (18:1 cis)

Elaidiini- (1821 trans)

Linoli- (18:2)
Linoleeni- (18:3) |
Arakidoni- (20:4)

Konsentraatio

mg/ml (mM)

10
10
10

20
2
20

2
2
1
1

0.5 (1.6)

(113)
(86)
(69)
(22)
(10)
(16)
(78)
(15)
(70)
(7)
(7)
(3.5)
(3.6)

Virustiitterin
lasku (lodie) .

vsv

1.8
24.0°
4.0
24.0

1.0
24.0

24.0
24.0
24.0
24.0
24.0

HSV-1

- Np?

ND

ND
24.0
4.0
- 24.0
1.0
24.0

ND
>4.0

ND
24.0
24.0

ND

vvb

ND

ND

23.2
23.2
23.2
1.7
0.7
23.2
ND
23.2
ND;
23.2
23.2

Rasvahapon konsentraatio virusseoksissa, joita on inkuboitu

37°C:ssa 30 min. Kaikki rasvahapot tutkittiin kaksinkertaisten

laimennosten sarjana. Esitettynd on kumpikin alhaisin konsent-
raatio, joka alensi VSV-tiitterid 24,0 logio=-yksik$ll& korkeim-

masta tutkitusta konsentraatiosta (butyyri-, kaproiini-, kapryy-

li-, palmitiini- ja steariinihappo).

* VvV, Visna-virus

-]

d

ND, ei tehty

hiiliatomit:kaksoissidoksia

MM:n kanssa inkuboidun kontrolliviruksen tiitteri (logio) oli

5,5, kun taas mitddn virusta ei todettu rasvahappo-virusseosten
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laimennoksilla 10°° - 10" °. Ei ollut mahdollista tutkia n&#iti
seoksia alhaisilla laimennoksilla (10" tai laimentamatta), kos-
ka ne olivat myrkyllisid soluviijelmille. Olettaen, ettd laimen-
nos 10°' sisdlsi infektioviruksen, rasvahapposeoksen korkein
mahdollinen tiitteri oli 10'*® TCIDso, ja virustiitterin (logio )
lasku olisi 4,0 (5,5 miinus 1,5). Jos seosten tiitterit olisivat

pienempid kuin 10'‘°®, olisi tiitterin lasku suurempi kuin 4,0.

Taulukosta 2 voidaan nd&hdd, ettd lyhytketjuisilla (butyyri-,
kaproiini- ja kapryyli-) ja pitkdketjuisilla (palmitiini- ja
steariini-) rasvahapoilla ei ollut lainkaan tai oli'hyvin pieni
virustenvastainen vaikutus suurimmilla tutkituilla konsentraati-
oilla. Toisaalta keskipitkd@ketjuiset rasvahapot olivat kaikki
virustenvastaisia, mutta eri konsentraatioilla. Taulukko 2
osoittaa pienimm&n konsentraation, joka aiheuttaa 10 000-kertai-
sen laskun VSV-tiitterissd. 2 kertaa alhaisempi konsentraatio
-joko ei inaktivoinut virusta tai aiheutti vain l0-kertaisen las-
kun tiitterissd. Samanlaisia tuloksia saatiin HSV-1:114 ja vis-
na-viruksella, retroviruksella. Sitdvastoin polioviruksen inku-
bointi 37°C:ssa 30 min kapriini-, lauriini-, myristiini-, palmi-
toleiini-, &61jy-, linoleiini-, linoleeni- ja arakidonihapoilla,
joiden kaikkien konsentraatio oli 8 mg/ml, ei aiheuttanut mer-
kittdvd3d virustiitterin laskua verrattuna ilman rasvahappoja
inkuboidun polioviruksen tiitteriin (10'‘’ TCIDs.). Oljy- ja
linoleenihappojen natriumsuoloilla oli samanlainen virustenvas-
tainen vaikutus kuin vapailla hapoilla.

Mujista lipolyysin tuotteista, esim. rasvahappojen l-monoglyseri-
deistd, tutkittiin myls virustenvastainen aktiivisuus, kuten

seuraavassa taulukossa on esitetty:
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Taulukko 3. Virusten inaktivointi ihmisen seerumissa inkuboi-

malla monoglyseridien kanssa 37°C:ssa 30 min

Virustiitterin
konsentraatio lasku (lodio) _ _
Monoqglyseridi mg/ml (mM) vsv HSV-1
Monokapryliini = (8:0)® 2.0 (9) 24.0 ND°
Monokapriini‘ !(10:0) 0.5 (2:) 24.0 23.7
Monolauriini . (12:0) 0.25 (0.9) 24.0 23.7
Monomyristiini  (1430) 2.0 (13) 3.0 ND
Mono-oleiini ' (1831) 1.0 (2.89) 2.3 ND
Monolinoleeni =~ (18:2) 0.25 (0.7) 24.0 ND

¢ Alhaisin konsentraatio, joka aiheutti 23,0 log:o laskun virus-
tiitterissa.

* Hiiliatomit: kaksoissidoksia

° ND, ei tehty

¢ Korkein virustenvastainen aktiivisuus tutkituista konsentraa-
tioista (0,5-4 mg/ml). Samat tulokset saatiin, kun monoglyseridi
livotettiin etanoliin ja laimennettiin suhteessa 1:100 MM:&&n

ennen lisddamistd virukseen.

Kaikki tutkitut monoglyseridit paitsi monomyristiini ja mono-
oleiini olivat virustenvastaisia konsentraatioissa, jotka olivat
5-10 kertaa alhaisempia (mM) kuin vastaavien rasvahappojen kon-
sentraatiot.

Yllédolevat kokeet didinmaidolla, maidosta syntyneilld vatsan
8isd1186i118 ja puhdistetuilla lipideillsd osoittavat, ettd mono-
glyseridit ja rasvahapot, jotka ovat vapautuneet &idinmaidon
triglyserideistd joko varastoinnin aikana tai maha-suolistoalu-
eella, tappavat koteloituneita viruksia ja hyvin todenn#kdisesti
toimivat in vivo suojaavassa roolissa rintaruokituilla lapsilla.
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On tehty myds tutkimuksia virusinfektion inaktivoinnin vaatiman
ajan midrittdmiseksi. Virusta inkuboitiin monolauriinilla (12:0)

yllapitokasvualustassa:

TAULUKKO 3A
Ajan kulku virusten inaktivoinnissa

HSV-tiitterin
Inkubointiaika (min) lasku
30 . 24.0
10 ~ 24.0
5 - 24.0
b § 24.0
0.5 24.0

Namd tulokset osoittavat, ettd virusten tappaminen on nopeaa ja
tapahtuu luultavasti, kun monoglyseridi tai vapaa rasvahappo
tulee kosketuksiin viruksen kotelon kanssa. Linoleenihapon kans-
sa inkuboidusta VSV:std negatiivisesti vdrjatyt elektronimikro-
skooppikuvat osoittivat, ettd pitoisuudella 0,5 mg/ml syntyi
virusten koteloiden vuoto, joka mahdollisti varin kulkeutumisen
moniin partikkeleihin. Vaikutus oli paljon voimakkaampi 1 mg:lla
linoleiinihappoa ml:aa konti, jolloin aiheutui partikkeleiden
hajoaminen.

Rasvahappojen vaikutus viruspartikkeleihin. Rasvahappojen vaiku-

tuksen viruspartikkeleihin tutkimiseksi VSV konsentroitiin, puh-
distettiin osittain, ja inkuboitiin sitten 37°C:ssa 30 min
MM:ssd linoleenihapon kanssa tai ilman sitd. Ilman rasvahappoja
inkuboidun viruksen negatiivivdrjdys osoitti, ettd l&snd oli
runsaasti tunnusomaisia luodinmuotoisia partikkeleita piikkien
peittdmind ja sisdltden kierteisid nukleokapseleita (kuva 5a).
Inkubointi 0,5 mg:n kanssa linoleenihappoa ml:aa kohti aiheutti
viruskoteloiden vuodon, jolloin vdri p##si sis#in moniin partik-
keleihin (kuva 5b). Vaikutus oli eritt#din paljon suurempi kéy-
tettdessd 1 mg linoleenihappoa ml:aa kohti (kuva 5c), jolloin
tapahtui partikkeleiden hajoaminen. Elektronimikroskooppia var-
ten kdytettyjen ndytteiden titraus osoitti 10-kertaisen laskun
virustiitterissd, kun oli kdytetty 0,5 mg linoleenihappoa ml:aa



14

kohti, kun taas 1 mg/ml aiheutti 21000-kertaisen laskun. Saman-
laisia tuloksia saatiin negatiivisesti vdrjadmalld VSV, joka oli

inkuboitu pienten konsentraatioiden kanssa arakidonihappoa.

Solukalvojen hajottaminen rasvahapoilla. Rasvahapoilla kédsitel-

lyn VSV:n negatiivivdrjdys osoitti ettd virusten inaktivointi
johtuu isdntdsolun plasmamembraanista perdisin olevan viruskote-
lon hajoamisesta. Vaikutuksen tutkimiseksi solukalvoihin inku-
boitiin Vero-solujen tai lampaan sidekudosemosolujen yksisolu-
kerroksia 37°C:ssa 30 min MM:ssd 1 mg:n kanssa linoleenihappoa
ml:aa kohti tai ilman sitd, ja tutkittiin pyyhkdisylelektroni-
mikroskoopilla. Kontrollisoluilla, joita inkuboitiin MM:ssd il-
man rasvahappoja, oli ehj&t solukalvot (kuva 6c¢), kun taas solu-
kerroksissa, jotka oli kdsitelty 1 mg:lla linoleenihappoa ml:aa
kohti, olivat solukalvot osittain tai kokonaan hajonneet (kuva
6d), aiheuttaen solujen hajoamisen. Sama vaikutus oli n&htdvissd
inkuboimalla soluja didinmaidon kanssa, jota oli varastoitu
4°C:ssa 4 pdivdid (kuva 6b). Tim& maitondyte (nro 1) (taulukko 1)
sisdlsi 7 mg rasvahappoja ml:aa kohti ja se oli erittdin virus-
tenvastainen. Toisaalta maitondytteelld 1, jota oli sdilytetty
~-86 °C:ssa 4 pdivdd (taulukko 1) ei osoittautunut olevan mitddn

vaikutusta solukalvoihin (kuva 6a).

Kuvissa 5a-5c olevat mikrografit heijastavat VSV-partikkeleiden
negatiivisen vérjdytymisen osoittaen linoleenihappokdsittelyn
vaikutuksen. Elektronimikroskooppiin kdytettyjen ndytteiden tit-
raus osoitti <l0-kertaisen laskun virustiitterissd 0,5 mg:lla
Yinoleenihappoa ml:aa kohti, kun taas 1 mg/ml aiheutti >10000-
kertaisen laskun. Samanlaiset tulokset saatiin vdrjdamdlld nega-
tiivisesti VSV, jota oli inkuboitu pienten arakidonihappo-
konsentraatioiden kanssa.

Seuraavaksi tutkittiin olivatko virustenvastaisten rasvahappojen
vaikutukset additiivisia, niin ettd muutos seoksen yhden virus-
tenvastaisen komponentin konsentraatiossa voitiin kompensoida
lisdamdlla toisen rasvahapon ma@drdd tai toista rasvahappoa. Teh-
tiin sellaisia rasvahapposeoksia, jossa yksittdisten rasvahappo-
konsentraatioiden oli todettu joko ei inaktivoivan virusta tai
laskevan tiitterid vdhemmdn kuin 10-kertaisesti. Seoksia inku-
boitiin viruksen kanssa ylldpitokasvualustassa. Tulokset on esi-
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tetty seuraavassa taulukossa:
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Mahdollisuus valmistaa virustenvastaisia seoksia kasvualustasta
ja pitkdketjuisista rasvahapoista osoittaa, ettd tasapaino voi-
daan saada keskipitkdketjuisten rasvahappojen suurten konsent-
raatioiden potentiaalisesti toksisten vaikutusten in vivo sekd
virustenvastaisten pitkdketjuisten rasvahappojen puuttumisen
vidlille sitomalla seerumin albumiiniin tai muihin veren proteii-

neihin.

Virustenvastaisten maitondytteiden vaikutus HIV-tiittereihin.

didinmaito ja vatsan sisdltodndytteet, joiden oli todettu tappa-
van HSV-1:td ja VSV:td, tutkittiin HIV:td vastaan (AIDS-virus).
Tulokset on esitetty seuraavassa taulukossa:

Taulukko 5. HIV:n inaktivointi virustenvastaisella didinmaidolla
HIV=-tiitterin lasku

Nédvte Sdilytys : lasku (lodio)
1 tuore 0
1A ; 4°C 5,0
2 tuore 0
27 ' 4°C 5,0
3 | tuore 0
3a 4°C 3,5
4 tuore 0
4A vatsan sisdalto
(3 h) 3,0

Mitd tulee kokeisiin muilla koteloituneilla viruksilla, HIV lai-
mennettiin viisinkertaiseksi maidolla tai vatsan sisdllolla,
joista oli poistettu sIgA. Sen vuoksi laimentamattoman nédytteen
anti-HIV~vaikutus on suurempi kuin 1000 - 10 000-kertainen lasku
tiitterissd koeseoksessa. Tulokset osoittavat myds, ettd HIV on
yhtd herkkd inaktivoinnille maidon lipideilld kuin muutkin tut-
‘kitut kotelovirukset. Sen vuoksi pitdisi olla mahdollista seuloa
suuri joukko lipidiseoksia esimerkiksi HSV-1:td vastaan, jota on
paljon halvempaa tutkia kuin HIV:td ja tutkia sitten vain lupaa-
vimmat seokset HIV:td vastaan.

Virustenvastaigen monoglyseridin vaikutus CMV-tiittereihin. Mo-

nokapriinin (10:0), jonka oli aikaisemmin todettu inaktivoivan
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HSV-1:td konsentraatiolla 2 mM, vaikutusta tutkittiin kolmea
erilaista CMV-kantaa vastaan. Inkuboinnit suoritettiin ylldpito-
kasvualustassa, joka sisdlsi 10% seerumia. Tulokset on esitetty

seuraavassa taulukossa:

Taulukko 6. CMV:n inaktivointi puhdistetulla lipidilld

CMV—-tiitterin lasku

Tutkittu CMV-kanta (log:o TCID 50%)*
AD 169 2 3,69
Espilat z 3,50
Towne =2 2,67

* TCID 50% - Kudosviljelmdlle infektiivisen annoksen 50%,
ilmaistuna yksikdissd logio .

Yllaolevat tulokset vahvistavat, ettd CMV sekd HSV-1, HIV ja
muut kotelovirukset voidaan inaktivoida seerumipitoisessa kasvu-

alustassa.

HSV~1:n monoglyseridi-inaktivointi jhmisen seerumissa. HSV-1l:&

lisdttiin suoraan ihmisen seerumiin, ja virusten inaktivointi
mitattiin joko monokapriinin (10:0) tai monolauriinin (12:0)
ldsndollessa. Tulokset on esitetty seuraavassa taulukossa:

Taulukko 7. HSV=1:n inaktivoiminen ihmisen seerumissa

Lis&atty Kons. HSV=-1l-tiitterin
monoglysexridi* (mg/ml) lasku (logio)
Kontrolli - 0
Monokapriini 1 0,8
Monokapriini 2 1,8
Monokapriini 4 24,0
Monolauriini 1 0,8
Monolauriini 2 1,5
Monolauriini 4 2,0

* Inkubointiseos sisdlsi ihmisen seerumia, HSV-1:d (tiitteri
5,5) ja ilmoitettua monoglyseridii.
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Monolauriini konsentraatiolla 4 mg/ml laski seerumin HSV-1l-tiit-
terid vain 100-kertaisesti, kun taas monokapriini samalla kon-
sentraatiolla laski viruksen tiitteriad 210.000-kertaisesti. Suo-~
ritetuissa in vitro-kokeissa monolauriinilla o0li enemmdn virus-
tenvastaista vaikutusta konsentraatiopohjalta (mM) kuin monokap-
riinilla. Seerumin tulokset antavat aiheen olettaa, ettd epdspe-
sifiset vuorovaikutukset seerumissa ja luultavasti plasmassa ja
muissa verituotteissa ovat yhtd tdrkeitd kuin oma virustenvas-
tainen vaikutus, jotta voidaan mddrittdd, mitd monoglyserideji
lisatddn ihmisen vereen ja verituotteisiin viruspatogeenien in-

aktivoimiseksi.

HSV-1:n inaktivointi monoglyserideilld lastenruokaseoksissa. Kun

monoglyseridejd lisdttiin toiseen monimutkaiseen nesteeseen,
lastenruokaseokseen (Enfamil), erot HSV-1l:n tuhoamisessa todet-
tiin olevan samat kuin ne olivat ihmisen seerumissa. Tulokset on

esitetty seuraavassa taulukossa:

Taulukko 8. HSV-1:n tuhoaminen lastenruokaseogksessa

Lisdtty Kons. Lasku HSV-tiitterisséa
monoglyseridi : _(mg/ml) (logio)
Monokapriini 0,5 0
Monokapriini 1 0,3
Monokapriini 2 2,3
Monolauriini 0,5 0,3
Monolauriini 1 0,
Monolauriini 2 1,0
Mono=-oleiini 0,5 0
Mono~oleiini

Mono-oleiini 2

Monolinoleiini 0,5 0
Monolinoleiini 1 0,3
Monolinoleiini 2 0,5

* Inkubointiseos sis#dlsi ruokaseosta, HSV-1:4 (tiitteri 5,5), ja
ilmoitettua monoglyseridid.
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Kuten edelld taulukossa 8 esitetyistd tuloksista voidaan n&hdd,
didinmaitovastikkeessa, kuten ihmisen seerumissa, monokapriini
ndyttdd olevan kaikkein tehokkain monoglyseridi koteloviruksia
vastaan. Ylldpitokasvualustassa monolinoleiini tuotti saman las-
kun viruksen tiitteriin kuin monokapriini, mutta kolmasosakon-
sentraatiolla (mM). Monokapriini oli kdytetylld konsentraatiolla
vli 60 kertaa tehokkaampi &idinmaitovastikkeessa kuin monolino-

Jeiini.

Lisdtyn monoglyseridin vaikutus RBC:hin ihmisen veressd. 3 mg/ml

monokapriinia, jonka konsentraation oli aikaisemmin osoitettu
olevan virustenvastainen, lisdttiin ihmisen kokoverindytteisiin,
ja punaisten verisolujen lukumddrdd verrattiin niiden md&drdén
samassa ndytteessd ennen lipidin lisddmistd. Tulokset on esitet-

ty seuraavassa taulukossa:

Taulukko 9. Punasolujen stabiilisuus lisdtylle monoglyseridille

Punasolut¥*
Ndyte . Ei ki3sit. Kdsitelty
1 4.59 4.46
2 5.10 4.78
3 5.30 5.19
4 4.94 4.74
5 5.08 4.36

* Yksikkdd - 10 /mm’

Tulokset osoittavat, ettd monokapriinin konsentraatio, joka tap-
paa 24,0 logio koteloviruksesta lisdttynd ihmisen seerumiin, ei
hajota RBC:td kokoveressi.

Aidinmaidon ja puhdistettuijen monoglyseridien antibakteerinen

vaikutus. Rasvahapot ja monoglyseridit ovat antibakteerisia sekid
virustenvastaisia. Mahaintuboinnilla saadusta lapselle sydtetys-
td didinmaidosta perdisin olevasta vatsansis#ll®std (toimittanut
Dr. William C. Heird, Columbia Presbyterian Medical Center) tut-
kittiin antibakteerinen vaikutus Staphylococcus epidermitistd
(gram+), Escherichia colia (gram-) ja Salmonella enteritistd
(gram-) vastaan. Katso seuraava taulukko:



Taulukko 10. Aidinmaidon sydttémisen jdlkeen syntyneen vatsan

sisdllén virusten vastainen ja antibakteerinen vaikutusg

ﬁunnln 1kilsen vatsansis.
al

euttama 1ogin-jaskn hakf tiitt.
1 h:n ikdisen vatsansis. .
h 1 N : I - L 1 3 » L]
Niyte ﬁ SV- %iggégglég) " S, epidermidis E. coli §. enteritidis
1 ’ >4.0 - 25.0 -
2 4.0 ‘ 25.0 24.0 24.0
3 24.0 ‘24.0 : - -
4 24.0 - - - -

* Maidoista itsestddn tutkittiin kaikista virustenvastainen ja
bakteereiden vastainen vaikutus, ja mitddn ei todettu.

**% Jokaisesta ndytteestd ei tutkittu vaikutusta kaikkia baktee-
rikantoja vastaan, koska vatsansisdltdd ei ollut riittdvidsti.

Vatsansisdlldt, jotka olivat virustenvastaisia, olivat myds an-
tibakteerisia, tappaen sekd gram+ ettd gram- -bakteereita.Koska
didinmaito sisdltdd sekd keskipitkdketjuisia ettd pitkdketjuisia
rasvahappoja, médritettiin seuraavaksi, olivatko gram+ ja gram-
bakteerit yht# herkki# erilaisille ketjunpituuksille. Tulokset

on esitetty seuraavassa taulukossa.



Taulukko 11. Gram+ ja gram- —-bakteereiden inaktivointi mono-

glyserideilld

Bakteerikonsentraation lasku (logio)

Monoqlyseridi'

Monokaprylbyyli

Monokapriini

(10:0) " 25.0 - >8.0 4.0 a5
Monolauriini

(12:0) 0 0 28.0 24.0 4.5
Mono-oleiini

(18:1) 0 0 - 24.0 -
Monolinoleiini '

(18:2) - - - - 4.5
Monoeikosenoiini

(2031) 0 0 - 24.0 -
1 Kutakin monoglyseridid kdytettiin 2 mg/ml.

2 Gram-

3 Hemophilus influenzae

4 Gram+

Gram-positiiviset bakteerit inaktivoituivat wvertailukelpoisesti
keskipitkdketjuisilla tyydyttyneilld ja pitkdketjuisilla tyydyt-
tymdttomilld monoglyserideilld. Pitkdketjuiset tyydyttymattdmét
rasvahapot ja monolauriini eivdt kuitenkaan vaikuttaneet gram-
negatiivisiin bakteereihin E. coli ja §. enteritidis. H. influ-
enzae inaktivoitui monolauriinilla, joten eri gram-negatiivisten
bakteereiden v&lilld on erilainen herkkyys monoglyserideille.
Erot bakteerien inaktivoinnissa voivat johtua bakteerin seind-
mdstd, kalvosta, tai molemmista. Pyyhkdisyelektronimikrografit
(el esitetty) S. epidermitiksestd monolauriinilla kdsiteltynd
osoittivat, ettd bakteerit olivat tdysin hajonneet. On sen vuok-
si mahdollista manipuloida monoglyseridejd ja niiden konsentraa-
tioita hajottamaan joitakin membraaneja ja jattdm&dn toisia eh-
jéksi.
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Ridinmaito tulee virustenvastaiseksi ei vain sdilytyksessi, vaan
myds lapsen vatsassa muutaman tunnin kuluessa sySmisestd. Virus-
tenvastaisen vaikutuksen ilmeneminen varastoidussa maidossa
liittyy maidossa olevan lipoproteiinilipaasin m&&r&ddn, joka
osoittaa, ettd se aiheutuu rasvahappojen tai muiden lipidien
hydrolyysituotteiden vapautumisesta. Samanlaisia tuloksia ovat
aikaisemmin raportoineet Welsh et al. (I), (II). Tissd olevat
tiedot osoittavat, ettd sdilytetyn didinmaidon virustenvastainen
vaikutus aiheutuu lipolyysistd, ja yhdeksdstd didinmaidossa ta-
vallisimmin loydettdvissd olevasta rasvahaposta seitsemdn on
erittdin aktiivisia tappamaan koteloituneita viruksia. Monityy-
dyttymdttomdt pitkdketjuiset rasvahapot olivat aktiivisimpia,
mutta keskipitkdketjuiset tyydyttyneet rasvahapot, erityisesti
lauriini~ ja myristiinihapot, olivat myds aktiivisia. Monokap-
riini ja monolauriini olivat aktiivisia kymmenen kertaa pienem-
pind konsentraatioina kuin vastaavat vapaat hapot, mutta monomy-
ristiini o0li sen mukaisesti vdhemm&n aktiivinen. Pitk#ketjuiset
tyydyttyneet rasvahapot, jotka muodostavat noin 30% &didinmaidon
rasvahapoista, sekd lyhytketjuiset rasvahapot, jotka ovat taval-~
lisimpia lehmdnmaidossa, eivdt olleet virustenvastaisia tai oli-
vat sitd8 vain hyvin vdhdn. Rasvahappojen konsentraatiot, joiden
todettiin laskevan virustiittereitd 210 000-kertaisesti in vitro
(taulukko 2) ovat samaa luokkaa kuin didinmaidossa léydetyt ras-
vahappokonsentraatiot. Tulokset osoittavat, ettd kun maidon tri-
glyseridien lipolyysi etenee, joko sdilytyksen aikana tai maha-
suolistoalueella, syntyy kahdentyyppisii virustenvastaisia lipi-
deitd, monoglyseridejd ja vapaita rasvahappoja. On mahdollista,
ettd ndiden kahden lipidiluokan tehokkuus suoliston patogeeneja
vastaan on erilainen. T&md voi myds pitdd paikkansa muiden lipi-
diluokkien jésenilli.

Tulokset ovat samanlaisia kuin aikaisemmissa tutkimuksissa eri-
laisilla viruksilla ja vahvistavat edelleen useimpien maidossa
olevien rasvahappojen merkittivin virustenvastaisen vaikutuksen.
Elektronimikroskooppitutkimus osoittaa, ettd virustenvastainen
vaikutus aiheutuu ensisijaisesti rasvahappojen avulla tapahtu-
vasta viruskotelon hajoamisesta. Samanlaisista 16yd&ksistd ovat
raportoinéet Sarkar et al., jotka kdsittelivdt hiiren nisédsy&pd-
virusta #didinmaidon kermafraktiolla ja havaitsivat viruskotelon
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hajoamista. T&min keksinndn puitteissa tehdyt tutkimukset osoit-
tavat mySs viljeltyjen solujen plasmamembraanin hajoamisen ras-
vahappojen ja varastoidun didinmaidon avulla, jotka inaktivoivat
koteloituneita viruksia. Rasvahappojen ja monoglyseridien, joi-
den on todettu olevan voimakkaasti virustenvastaisia, osoitet-
tiin aiheuttavan solukalvojen fuusioitumista. Vaikka tarkka me-
kanismi ei ole selvills, on esitetty, ettd rasvahapot ja niiden
nmonoesterit liittyvdt lipidimembraaniin aiheuttaen kaksoisker-
roksen destabiloitumisen. Samanlainen mekanismi saattaisi johtaa
solukalvojen ja viruskoteloiden tdydelliseen hajoamiseen, joka
tdssd hakemuksen tutkinnossa todettiin. Viljeltyjen solujen ja
koteloituneiden virusten herkkyyttd ei verrattu erilaisilla ras-

vahappojen konsentraatioilla.

Useat tutkimukset ovat osoittaneet infektioiden, erityisesti
maha-suolistoalueen infektioiden, vdhdisyyden rintaruokituissa
lapsissa verrattuna pulloruokittuihin lapsiin.bKuitenkaan maidon
rasvahappojen ja niiden johdannaisten osuutta vauvojen suojaami-
sessa sairauksia vastaan ei ole vahvistettu, huolimatta hyvin
tunnetusta mikrobinvastaisesta vaikutuksesta in vitro. Vaikka
useimmat tunnetut maha-suolistoalueen virukset ovat ei-koteloi-
tuneita, kuolioita aiheuttavan suolitulehduksen aiheuttaa kote-
loitunut virus, s.o. ihmisen suolikoronavirus. Giardia lamblia,’
lapsia infektoiva suoliston prototsoan parasiitti, kuolee maidon
rasvahappojen vaikutuksesta in vitro, antaen aiheen olettaa,
ettad rasvahapoilla on suolistossa mahdollisesti giardiasidinen
vaikutus. Koska rasvahapot hajottavat soluja rikkomalla mniiden
plasmamembraaneja, on todenndkdistd, ettd ne eivit tapa ainoas-
taan giardiaa, vaan my6s muuta parasiittiprototsocaa. Vaikka muu-
tamat tutkimukset ovat osoittaneet ihmisen ja eldimen maidonjuo-
misen Jdlkeisen vatsansisdllén antimikrobisen vaikutuksen, tar-
vitaan paljon lisdd tyotd aktiivisten tekijdiden karakterisoi-
miseksi ja niiden roolin vahvistamiseksi maha-suolistoalueen
infektioiden ehkdisyssd ja parantamisessa.

Keksinnén alueeseen kuuluu se, ettd rasvahappoja ja/tai niiden
monoglyseridej& k&dytet&ddn virustenvastaiseen ja/tai bakteerei-
denvastaiseen vaikuttamiseen. Kdytetyt yhdisteet voidaan valita
ryhmdstd, johon kuuluvat tyydyttyneet tai tyydyttymittdmit ras-
vahapot, joissa on 4-22 hiiliatomia, sek#d mainittujen happojen
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kanssa muodostuneet glyseroliesterit. Edullisia yhdisteitd ovat
tyydyttyneet rasvahapot, joissa on 4-14 hiiliatomia, erityisesti
6-14 hiiliatomia, ja niiden monoglyseridit. Erityisen edullisia
ovat C7-C1§—rasvahappomonoglyseridit, joko yksinddn tai seoksi-
na. Keksinntn mukaan kdyttdkelpoisia ovat mono~ tai monityydyt-
tymittémdt rasvahapot, joissa on 14 tai 16-22 hiiliatomia, eri-
tyisesti 14-18, 16-18 tai 16-20 hiiliatomia, tai niiden mono-
glyseridit. Yll&mainitut hiiliatomien rajat sisdltdvédt rasvaha-
pot, joissa on pariton hiiliatomien lukumd&ri.

Keksintéén kuuluu myds rasvahappojen eetteri- ja/tai lysofosfa-
tidyylikoliinijohdannaisten kdyttdminen, joilla on virustenvas-
tainen ja/tai bakteereidenvastainen vaikutus. Kdyttdkelpoisilla
rasvahappojohdannaisilla olisi esimerkiksi eetterisidos rasvaha-
pon ja glyserolin valilla. Esimerkkejd tdllaisista yhdisteista
ovat 1-0O-dekyyli-SN-glyseroli, 1-O-lauryyli-SN-glyseroli, 1-0-
oktyyli-SN-glyseroli ja l-0O-oleyyli-SN-glyseroli. Kdyttokelpoi-
sia lysofosfatidyylikoliinijohdannaisia ovat esimerkiksi L-a-
lysofosfatidyylikoliinikaproyyli, LQa-lysofosfatidyylikoliinide-
kanoyyli ja L-a-lysofosfatidyylikoliinilauroyyli. Keksinnén mu-
kaan kayttdkelpoisia rasvahappoja voidaan myds kdyttdd farmako-
logisesti sopivien suolojensa, kuten alkalimetallisuolojen muo-
dossa. Kdyttdkelpoisia esimerkkejd ndistd suoloista ovat nat-

rium- ja litiumsuolat.

Keksinnnmukaisia yhdisteitd voidaan kdyttdd yksinddn tai seok-
sina. On esimerkiksi edullista, ettd 1-6, erityisesti 1-4 yhdis-
tettd, voidaan antaa samanaikaisesti.

Tulokset tutkimuksista, jotka kertovat monoglyseridieetterien ja
lysofosfatidyylikoliinijohdannaisten k&dyttékelpoisuudesta, on
esitetty seuraavissa taulukoissa:
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Taulukko 12. Rakkulaisen suutulehdusviruksen inaktivointi

monoglyseridieettereilld ihmisen plasmassa1

Monoglyséridi— Konsentr. Natriumtauro- vsv-tiitt.
eetteri (mM) kolaatti(10 mM) lasku(logi¢)
1-0-dekyyli-SN- '
glyseroli® 5 + : 0
1-0-oktyyli~SN~
glyseroli?’ 10 - 24,0

10 - 2,0
1-0-oktyyli-SN- |
glyseroli 15 - 24,0
1-0-oktyyli-SN-
glyseroli 5 + 24,0

10 ' - 1,3

15 - 24,0
1-0-oleyyli-SN-
glyseroli' 5 - 0

10 - 0

15 - 0

! Inkubointi suoritettiin 37°C:ssa 30 minuuttia
? 8 hiilen eetteri '

10 hiilen eetteri

18 hiilen eetteri
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Taulukko 14. Ajan kulku inaktivoitaessa VSV:td 37°:ssa ihmisen
plasmassa 15 mM:1la 1-O-oktyvli-SN-glyserolia

Inkubointiaika (min) Lasku VSV-tiitterissd (logio)
2,5 0
5 24,0
10 - 24,0
15 24,0
30 24,0

8 hiilen ja 10 hiilen monoglyseridieetterit ovat juuri yhtd te-
hokkaita kuin luonnossa esiintyvdt esterit, ja itse asiassa 8
hiilen johdannainen ndyttdd olevan jonkin verran enemmidn virus-
tenvastainen kuin 8 hiilen esteri. 18 hiilen esteriss&d (taulukko
12) ndytti olevan sama virustenvastaisen vaikutuksen puuttuminen
kuin ihmisen plasmassa olevassa esterissi.

Taulukko 15. Lysofosfatidyylikoliinijohdannaisten virustenvas-
tainen vaikutus ‘

- o . Natritim~ |
Lipidi - _ taurokélaatti Login=lasku "
RIS . Kons. /(mM) (mM) - vepl@Tiseats oy
L-X-lysofosfatidyyli- 5 + 0 ,
koliinikaproyyli (8C) 5 - 0 '
10 + 0
10 - 0
15 + 1.0
: 15 - 0
L-X-lysofosfatidyyli- 3 + 1.7
koliinidekanoyyli (10C) [ - 1.7
10 + 1.7
10 - 1.0
L- ~lysofosfatidyyli- 5 + 1.7
koliinilauroyyli (12C) 5 - 1.2
10 + . 2.0
- 2.0
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-Edellamainittujen rasvahappojen ja/tai monoglyseridien (esterei-
den) aktiivisuutta voidaan lisdtd siten, ettd mukana on veren
entsyymilipaasin (LPL) inhibiittoreita. LPL hajottaa edulliset
rasvahappomonoglyseridit niigssd oleviksi vapaiksi rasvahapoiksi
ja glyseroliksi, mikd on merkittdvdd, koska samalla kun vapaat
rasvahapot ovat myds virustenvastaisia, niitd tarvitaan paljon
suurempi konsentraatio kuin vastaavia monoglyseridej&, jotta ne
olisivat tehokkaita ihmisen veressd. LPL-inhibiittorit vdhent&-
védt tai poistavat tdtd hajoamista. Kéyttdkelpoisia LPL-inhibiit-

toreita ovat esimerkiksi seuraavat:

1) sappisuolat ja -hapot ja konjugoidut sappisuolat ja -hapot,
konsentraatioina noin 1 nM -~ 1 M. Esimerkki konjugoiduista sap-
pihapoista on taurokoolihappo, jonka natrium- ja litiumsuolat
ovat helposti saatavissa. Sappisuolat ovat mySs detergenttejs,
ja siksi niillid on enemmin virustenvastaista vaikutusta;

2) Natriumkloridi, konsentraatioina noin 1 uyM - 10 M; ja

3) Protamiinikloridi tai -sulfaatti, konsentraatioina noin 1
nM - 1 M.

Kun LPL-inhibiittoreita kdytetdin esimerkiksi keksinndnmukaisten
monoglyseridien kanssa, niitd voidaan kdyttdd mM:mM-suhteessa
noin 1:1 - 1:6, perustuen kdytettyyn monoglyseridiin tai mono-
glyserideihin. Edullisesti tdmd suhde on noin 1:1,5 -~ 1:4.

Esimerkiksi konjugoidun sappihapdn taurokoolihapon (natrium-
suola) tehokkuuden esittémiseksi valmistettiin inkubointiseos,
joka sisdlsi herpes simplex virus-1:d (tiitteri) 5,5, ja mono-
glyseridid. Joihinkin néytteisiin lisdttiin 12 mM (lopullinen
konsentraatio) natriumtaurokolaattia. Tulokset olivat seuraavat:
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Taulukko 16
Lasku herpes simplex-

Lisdtty Natrium- virus-1l:n tiitterissd
monoglyseridi taurokolaatti (logie )
l-monokapryloyyli-~
rac-glyseroli (8:0) + 24,0

7,5 mM - 0

l-monodekanoyyli-
rac-glyseroli (10:0) + 24,0

l-monodekanoyyli-
rac-glyseroli (10:0) + 24,0

Suoritettiin analogisia menetelmid natriumtaurokolaatin tehok-
kuuden tutkimiseksi ihmisen seerumissa. Tulokset on esitetty
seuraavigsa taulukoissa:
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Taulukko 17

1-monokapryloyyli-“l-monodekanoyyli-  Natriim- VSV-tiitferin |
racfg%%ﬁgroll rac‘g1¥$ﬁ§°1i 'tauroggégattl lasku (}0810)
7.5 ‘ - 12 z5.0
7.5 - _ 10 25.0
- © 735 ' 10 25.0
7.5 : - 8 25.0
- 7.5 8 25.0
7‘5 - 6 2500
- 7.5 6 25.0
7.5 - 4 400
- 7.5 4 25.0
705 - 2 3.0
- 7.5 2 25.0
7.5 - 0 1.0
- - 7.5 0 1.0

Taulukko 18

l-monolauroyyli-rac ) Nétrﬁﬁm- B i T :
glygeroli faurgkolaatti VSV-tiitterin lasku
m (@M. |  (lag1a)—
15 10 o 25.0
7.5 10 25.0
7-5 - i 0
5 10 5.0
p - 0
4 10 | 25.0
4 - 0
3 10 . 25.0
3 - 0
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Taulukko 17 osoittaa, ettd kun l-monokapryloyyli-rac-glyserolia
ja l-monodekanoyyli-rac-glyserolimonoglyseridejd kaytetddn vaih-
televien konsentraatioiden'kanssa'natriumtaurokolaattia, l-mono-
dekanoyyli-rac-glyseroli on tehokas kidytettynd niinkin alhaisil-
la konsentraatioilla kuin 2 mM natriumtaurokolaattia, kun taas
l-monokapryloyyli-rac-glyseroli tarvitsee ainakin 6 mM natrium-
taurokolaattia ollakseen tehokas. l-monokapryloyyli-rac-glysero-
limonoglyseridi on silti todenndkdisemmin sellainén, jota kay-
tetdédn tuotteessa, koska se on liukoisempi.

Taulukko 18 esittdd, ettd 1-monolauroyyli—rac—glyserolimono-
glyseridi tappaa myds rakkulaista suutulehdusta aiheuttavan vi-
ruksen niinkin alhaisilla konsentraatioilla kuin 3 mM, kun l&snid
on 10 mM natriumtaurokolaattia. Myds taulukko 18 osoittaa, ettd
virusten tappaminen l-monolauroyyli-rac-glyserolimonoglyseridil-
18 tapahtuu vain kun ldsnd on natriumtaurokolaattia.

Suoritettiin lis&tutkimuksia natriumtaurokolaatin tehokkuuden
osoittamiseksi ihmisen plasmassa. Tulokset olivat seuraavat:

Taulukko 19

1-Monokapryloyyli-rac  l-Monodekanoyyli- __N?t??qu, st_t%itt'\ ,
glyseroli (mM) rac-gly,.s;'eii{éii' (mM) tauf?kg;[iattl lasku (log,,)
4 - - 0
7.5 - 10 . 24.0
7.5 - bl 1.0
15 - 10 >4.0
15 - - 2.0
- 4 10 1.0
- 4 - 0
- 7.5 10 24.0
- 7.5 - 1.0
- 15 10 24.0
- 15 - 24.0



Lisddntynyt virustenvastainen aktiivisuus natriu- tai litium-
taurokolaatin l#sn#dollessa ei johdu vain LPL-~inhibiitiosta, wvaan
mySs ndiden yhdisteiden detergenttiaktiivisuudesta. Itse asiassa
jdljessd esitetyt tulokset osoittavat, ettd fosfaattipuskurissa
niinkin vdhdinen mddrd kuin 5 mM natriumtaurokolaattia voi inak-
tivoida VSV:ti. Ihmisen plasmassa tarvitaan kuitenkin natrium-
taurokolaatin konsentraatio, joka on ainakin 20 mM, tappamaan
24,0 logio VSV:std, ja siksi taurokolaattia itseddn ei valtta-
mdttd haluta kdyttdd verensiirtoon kdytettdvissd ihmisen veressd

ja verituotteissa.

Tanlukko 20. VSV:n inaktivoiminen natriumtaurokolaatilla

fosfaattipuskurissa ja ihmisen plasmassa

VSV-tiitterin lasku (logi.)

Natriumtaurokolaatti fosfaatti-
(mM) puskuri plasma

o T ) . O.

2.5 l.0 0

5 =4.0 0

10 24.0 0

15 4.0 1.0

3.7

20 24.0

LPL-inhibiittorien t&rkeys monoglyseridien virustenvastaisessa
aktiivisuudessa riippuu endogeenisestd LPL-aktiivisuudesta kus-
sakin verindytteessd. Koska LPL-aktiivisuus on muuttuva ja jo-
kaisesta verindytteestd ei tutkita LPL-aktiivisuutta, saattaisi
olla edullista lis&td LPL-inhibiittoreita ja monoglyserideji
jokaiseen kliiniseen verindytteeseen maksimaalisen virustenvas-
taisen vaikutuksen varmistamiseksi. My&s koska litiumtaurokolaa-
tin lisdys ei hdiritse mit8&n tutkittuja kliinisid kokeita, se
antaa virustenvastaisen aktiivisuuden ilman haittoja.

Rasvahapot ja niiden monoglyseridit ovat helposti saatavia. Jos
on tarpeen, haluttuja monoglyseridej& voidaan valmistaa vastaa-
vasta rasvahaposta tai hapoista esterdimdlld glyserolin kanssa
tunnettujen menetelmien mukaan.
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Ylldkuvatuilla yhdisteilld on osoitettu virustenvastainen ja/tai
bakteereidenvastainen aktiivisuus. Tdhdn keksintddn kuuluu se,
ettd virus~ tai bakteeripitoista kaswvualustaa, kuten verta, voi-
daan kdsitelld tehokkaalla md&rdllda yhta tai useampaa rasvahap-
poa ja/tai niiden monoglyseridid. Keksintddn kuuluu myds se,
ettd ihmist3d tai ldmminveristd eldintd, jolla on viruksen tai
bakteerin aiheuttama tila, voidaan hoitaa mainitun tilansa vuok-
si antamalla keksinnGnmukaista koostumusta.

Hoito- tai ennaltaehkdisytarkoituksessa voidaan yhtd tai useam-
paa tdssd kuvattua yhdistettd antaa ihmiselle tai ldmminverisel-
le eldimelle oraalisesti, parenteraalisesti, suonensisdisesti,
paikallisesti tai perdsuolen kautta vaikuttavana aineosana ta-
vanomaisissa farmaseuttisissa koostumuksissa, t.s. koostumuksis-
sa, jotka sisdltavit olennaisesti inertin farmaseuttisen kanta-
jan ja tehokkaan m&&r&n vaikuttavaa aineosaa, kuten tabletit,
pddllystetyt pillerit, kapselit, vohvelit, jauheet, liuokset,
suspensiot, emulsiot, perdpuikot, voiteet ja vastaavat. Tehokas
miidrd tdllaiseen kdyttddn tdman keksinnén yhdisteitd olisi
yleensid noin 0,001 - 4 mg/painokilo, edullisesti noin 0,01 - 3
mg/painokilo, 1-4 kertaa pHdividssi.

Luonnossa esiintyv&t esterijohdannaiset ovat virustenvastaisia
eivatkd hdiritse tutkittuja kliinisid kokeita lukuunottamatta
triglyseridien mé&rityksid. Koska triglyseridikonsentraatio m#i-
ritetddn rasvahappojen entsymaattisella vapautumisella glysero-
lirungosta, monoglyseridit vievdt nidmd mittaukset yli asteikon
liian korkealle. Kdytt&m#&llid eetterisidoksia mieluummin kuin
esterisidoksia, pysyvédt rasvahapot sitoutuneina glyserolirun-
koon, koska lipaasit eivit vaikuta eetterisidoksiin, eik#d trig-
lyseridimddrityksiin ndin vaikuteta.

Koska, kuten edelld on osoitettu, natriumtaurokolaatti on teho-
kas LPL-inhibiittorina ja silld on virustenvastainen vaikutus,
ovat muut fysiologisesti sopivat suolat, kuten litiumsuolat,
huomionarvoisia. Kidyttdm#lld litiumtaurokolaattia natriumsuolan
sijasta eliminoidaan kaikki h#irist veren natriummiirityksissi.
Joissakin tutkimuksissa monoglyseridieetterin ja litiumtauroko—
laatin yhdistelmd on liikaa siihen, mit# tarvitaan inaktivoimaan
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>4 log.. mitd tahansa kotelovirusta kaikissa tutkituissa verissa

ja verituotteissa.

Lisdtutkimus on osoittanut monoglyseridiesterien ja eetterin
tehokkuuden valkoisten verisolujen kokonaiskonsentraatioon ihmi-
sen kokoveressd. Mainitun tutkimuksen tulokset ovat seuraavat:

Taulukko 21. Ihmisen kokoveressd olevien valkoisten verisolujen
stabijlisuus lisdtylle lipidille

valkosolujen
Nayte Konsentraatio (mM) kokon.méAra
Kontrolli - 6,4
l-monokapryloyyli-rac-
glyseroli 15 2,4
1-0-oktyyli-SN-glyseroli 15 0,6
l-monodekanoyyli-rac-glyseroli 15 0,7

1-0-dekyyli-SN-glyseroli 15 1,31

Keksinndn selvittdmiseksi edelleen tulisi huomata, ettd ihmisen
vereen ja ihmisen seerumiin lisdtyilld monoglyserideilld, joiden
on havaittu inaktivoivan ldsndolevia viruksia, ei ole kuitenkaan
mitd8n haitallisia vaikutuksia seerumiin tai punasoluihin. T&md
on erityisen mielenkiintoista verenkdsittelymenetelmisséd ja '
laitteissa.

8-10 hiiltd sisdltdvd monoglyseridi (MG) ei konsentraatiolla 4
mg/ml hdirinnyt 17 kaupallisesti saatavaa Abbottin diagnoosi-
koepakkausta ja MA:n Bioproduct-koepakkausta. Tutkitut Abbottin
pakkaukset olivat HBsAg (hepatiitti B:n pinta-antigeeni); Anti-
HBc (anti-hepatiitti B:n ydinantigeeni); Anti-HBs (anti-hepa-
tiitti B:n pinta-antigeeni); Anti-HBcIgM (anti-hepatiitti B:n
ydin-IgM); Anti-HAVIgM (hepatiitin Be-antigeeni); Anti-HBe (an-
ti-hepatiitti Be-antigeeni); Anti-delta hepatiitti. Tutkitut
MA:n Bioproduct-ELISArpakkahkset olivat: sikotaudin vasta-aine;
Herpes simplex tyypin I vasta-aine; Herpes simplex tyypin II
vasta-aine; toksoplasmoosin vasta-aine; CMV-vasta-aine; vihuri-
_quon vasta-aine, tuhkarokon vasta-aine; ja klamydian vasta-ai-
ne. Positiiviset ja negatiiviset koetulokset pysyividt vakioina
kontrollin ja MG-kdsiteltyjen ndytteiden joukossa. Koetulokset
olivat seuraavat:



(1) HBsAg (hepatiitti B:n pinta-antigeeni)-koe

HBsAgq

_ Késittelemitonl  pogp2 Kiésitelty (EtOHMG)3 |
Potilas ' 41 129 139 ' | 145
(positiivinen)
Potilas:  #2 39.4 38 30
< (—posi-tiiirine;n) ’
A{negatiivinen)
Kontr. ‘A (=)* 79
Kontr. B (+)* 5,600

' Késittelemdtdn: kdytetddn seerumia tai kontrolleja lisddmét-

td mitddn

? EtOH: lisdtddn 1 uyl EtOH 100 pl:aan seerumia ja
sekoitetaan tdmd seos vorteksoimalla ennen
kokeen suorittamista.

Kédsitelty: lisdtddn 1 pl EtOH-pitoista MG:d& 100 ul:aan
seerunia ja sekoitetaan t&md seos vorteksoi-
malla ennen kokeen suorittamista

' sekd positiiviset ettd negatiiviset kontrol-

lindytteet eivédt tarvinneet kidsittelyd. Sen
vuoksi kdytettiin samoja kontrolleja kuin
sddnntllisissd suorituksissa.
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(2) Anti-HBC (anti-hepatiitti B:n ydinantigeeni)

Anti-HB ydin.
Kasittelemdtdn, ppoy - Kdsitelty (EtOH+MG) .

Potilas ' #4 33 28 22
(vositiivinen) ‘

Potilas .\#5 42 41 33

(positiivinen)
_Potilas  #6 0.73 0.60 0.54

(negatiivinen) ’

Kontr. (& (-) 1.9

Kontr.: B- (+) - 0.06

(3) Anti-HBsAqg_ (anti-hepatiitti B:n pinta-antigeeni)

HBgAq

Kédsittelemdton ETOH _ _ Kdsitelty (FrQHiMG)

Potilas +#7 227 247 313
(positiivinen)

Potilas ' #8 48.3 s1 61
(positiivinen)

'Kontr. A (=) 79

Kontr. B (+) 5,926



(4) Anti-HBcIgM (anti-hepatiitti B:n ydin-IgM)

Anti-HB-ydin-IgM - v _ .“Q“
_ Kdsittelemittn  ppoy _ Kégitelty' (EtOH4MG) |
_Potilas : #9 1.045 1.014 © 1.176
(positiivinen) ,
Potilas . #10 1.024 1.243 1.044
(positiivinen) '
Potilas ' #11 0.146 0.124 0.038
(negatiivinen)
Kontrt A (=) 0.581
Kontr., B (+) : 1.058
(5) Anti-HAV IgM (anti-hepatiitti A:n IgM)
X
N .
Kisittdlemdton ETOH Kisjitelty' (EtOHMG) -
: 0.586
Potilas = #12 0.548 0.593
(positiivinen) _ . .
' 0.334
Potilas  ¥#13 0.359 0.322
(positiivinen)
Porilas  #14 0.047 0.054 !
(negatiivinen)
Kontr. A (=) 0.083
$#0.037
Kontr. B‘*) 1.187

#1.025



(6) Anti-HAV (anti-hepatiitti A-virus)

HAVAB
Kasittelemiton
Potilas ‘' #15 0.028
(positiivinen)
_Potilas_/#16 .0.020
(positiivinen)
Potilas |#17- 1.303
(negatiivinen)
Kontr. A (=) . 1.170
Kontr.: B-(+) - - 0.18
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ETOH
0.039

0.019

1.173

(7) HBeAq (hepatiitti Be-antigeeni)

HBeAg
Kidsittelemiton
POtilas . #18 . 03849
- {positiivinen) A
(positiivinen)
Potilag ' #20 0.020
(ﬂegatiivinen)
Kontr,, A (=) 0.078

Kontr. B (+) . 0.987

ETOoH
0.853

0.945

0.015

0.027

0.023

1.110

Kisitelty (EtOH4MG)

0.752

0.955

0.095
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(8) Anti-HBe (anti-hepatiitti Be-antigeeni)

Anti-HBe

Késittelemitin  proy - Késitelty (EtOH#MG) |
Potilas | #21 ~ 0.060 0.053 0.058
(positiivinen) -
Potilas '#22 0.064 0.070 0.061
(positiivinen)
Potilas_/#23 0.364 0.524 0.417
(negatiivinen) ’

Kontr; B (+) 0.088

(9) Anti-delta hepatiitti

Anti-Delta

Kdsittelemdton ETOH » Kasité1r¥,(EtOH+MG) j
(positiivinen)
Potilas $25 0.030 0.030 0.033
(positiivjnen)
Potilas #26 0.716 0.768 0.942
(negatiivinen)
Kontr. & (=) 1.166

Kontr. B (+) # 0.028



(10) MA Bioproduct ELISA-koe sikotaudin vasta-aineelle

Kdsittelemdtén ETOH Kasitelty (EtOH+MG)
Potilas |#27 (+) 3.44 5.30 ‘ 4.15
~ Potilas #28 (+) 6.04 6.43 6.06
" Potilas ' #29 ' 0.545 0.446 . 0.537
(+) '
Kontr.: A (+). 5.39

Kontr. 'B (=) 0.136

(11) MA Bioproduct ELISA-koe herpes simplex-tyypille T

' Késittelemiton pmop ‘Kéisitelty  (ELOHsMG) |
Potilas ; #30 1.22 0.970 1.15
(+) 3 .
Potilas ' #31 0.920 0.820 0.810
(+)
Potilas ' #32 0.060 0.060 0.070
(+) :
Kontr. A (+) 0.530

Kontr, B (-) 0.070
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(12) MA Bioproducts ELISA-koe herpes simplex-tyypille II

Kéis-_z_'.t;telema'itb‘n. ETOH Kisitelty (EtOH+MG) |
Potilas ' | #33 1.600 1.600 1.550
(+)
Potilas .. #34 0.350 0.320 ©0.270
(+) .
Potilas | #35 0.040  0.045 0.050
(+)
Kontr. A (+) 0.530
Koritr. .B (=) " 0.040 '

(13) MA_Bioproduct ELISA-koe toksoplasmoosivasta-aineelle

Kdsittelemdton ETCH Késitelty (EtOHsMG) | |

Potilas - #36 1.300 1.110 . 1.240
(+) ‘

Potilas #37 1.310 1.290 1.350
(+) .

Potilas $#38 0.070 0.000 0.000
(+) :

Kontr. & (+) 0.580

Kontr. B (=) 0.000
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(14) MA _Bioproduct ELISA-koe CMV-vasta-aineelle

Pot_ilaé [ #39

Potildé'\#4°

(+)

Potilés .

(+)

L $41

Kontr.!A (+)

Kontr.! B (-)

Kédsittelemdton

1.874

0.900
0.023

0.580
0.000

ETOH
1.802

0.971

0.005

Késitelty (EtOH4MG) 1

1.785

0.889

0.010

(15) MA Bioproduct ELISA-koe vihurirokon vasta-aineelle

"Potilas

(+)

Potilas

(+)

Potilas

(+)

442
#43

- $44

Kontr,.

B (-)

Késittelemdton

A ————————r————

0.95

0.60

0.00

0.49

0.44

0.12

Kasitelty (EtOH4MG).:

0.63

0.50

0.08
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(16) MA _Bioproduct ELISA-koe tuhkarokkovasta-aineelle

Kasitrelemdton ETOH Kdgitelty (EtOH4MG)
Potilas | #45 0.22 0.17 ) ~ 0.20
(+) |
Potilas | #46 0.27 0.25 0.25
(+) ! _ '
Potilas ' #47 ~ 0.065 0.065 " 0.065
(+) .
Kontr. /A (+) 0.43
Kontr. ' g (=) 0.00

(17) MA Bioproduct ELISA-koe klamydiavasta-aineelle

Kdsittelemiton 'EI'QH Kisitelty (EtOH4MG) .
Potilas i.448 0.325 0.270 0.280
(+) '
Potilas ' #49 0.385 0.460 0.440
(+)
Potilas . #50 - 0.090 0.090 0.080
(+)
Kontr. A ("‘) 0.450
Kontr, B (=) 0.000

Rasvahappojen lisdys ei hdirinnyt rutiiniverikokeita. Mono-
glyseridiestereiden lisdys kuitenkin hdiritsee triglyseridimit-
tauksia. Monoglyseridieettereiden k#yttd eliminoi timin ongel-
man.
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Lisdkokeet ovat myds osoittaneet, ettd esimerkiksi edelld kuva-
tun kaltaisten LPL-inhibiittoreiden l&sndolo ei hdiritse ylldku-
vattujen koesarjojen tuloksia ja/tai tehokkuutta.

Keksinndn tiettyjd nidkékohtia voidaan helpommin ymmartdd viit-
taamalla kuviin 1-4. Kuvissa 1-3 koeputki 1, edustava esimerkki
verenkisittelylaitteesta, voi sisdltdd suljetussa pddssddn 2
tehokkaan m#irdn nestemdistd tai jauhemaista vaikuttavaa aine-
osaa 3. Kun tietty mddrid verituotetta, kuten veriseerumia (ei
esitetty) vieddin koeputkeen 1, avoin pii 4 suljetaan korkilla
5. Edullisesti koeputkea ja korkkia ravistellaan sitten riittd-
vin pitk# aika, jotta vaikuttava aine 3 liukenee veriseerumiin.
Vaihtoehtoisesti veriseerumia voitaisiin h&@mmentdd tai sekoittaa
sopivalla sekoituslaitteella (ei esitetty) vaikuttavan aineen 3
liukenemisen aikaansaamiseksi. Keksinndn edullinen toteutusmuoto
on, ettd vaikuttava aineosa silmdnridpdyksessd deaktivoi ei-toi-
votut virukset tai bakteerit.

Neste taji jauhe 3 voi koostua pelkdstd vaikuttavasta aineosasta

tai vaikuttavasta aineosasta yhdessd sopivan fysiologisesti tai

farmakologisesti soveltuvan kantajan tai laimennusaineen kanssa.
Keksinntn piiriin kuuluu, ettd neste tai jauhe 3 voi olla, kan-

tajan tai laimennusaineen kanssa tai ilman niitd, kapselin tai °
pillerin (ei esitetty) muodossa, joka on muodostettu tavallisis-
ta aineosista. Pilleri voi olla pddllystetty tai pddllystamitodn;
jos pilleri kuitenkin on p&ddllystetty, padllys voisi edullisesti
olla helposti liukeneva tai liuotettava pddllys, samalla tavalla
ulkopuolisen kapselimateriaalin tulisi vdlttdmdtta olla helposti
liukenevaa tai liuotettavaa.

Neste tai jauhe 3, oli se sitten pillerin tai kapselin muodossa
tai el, voidaan lisdtd joko ennen verituotteen lisddmistd tai
sen jadlkeen. Esimerkiksi ennalta mitattu miira jauhetta tai pil-
leri voitaisiin lisdtd verituotetta sisdltdvdidn koeputkéen.

Kuvassa 2 koeputken 1 sisdpinta 10 on pddllystetty pddllysteelld
11, joka sis#lt#i tehokkaan miiridn vaikuttavaa aineosaa ja sopi-
van kantajan. Sisdpinta 10 voi olla joko osittain tai kokonaan

padllystetty, riippuen kulloinkin kdytetystid kantajasta ja vai-
kuttavasta aineosasta. Osittainen paailyste 11 voi olla jatkuva
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tai epdjatkuva. On edullista, ettd ainakin suljetun pddn 2 sisé-
pinta on pddllystetty, koska tédmd pinta todenndkSisimmin on kos-
ketuksissa lisdtyn veriseerumin kanssa. P&&llystettyd koeputkea
ja verta voidaan sekoittaa tai ravistaa edella kuvatulla taval-

la.

Jos koeputken tai muun verenkisittelylaiteastian on tarkoitus
kidsittds pidillys, pddllys voisi koostua vaikuttavasta aineosasta
ja kantajasta, joka pdolestaan koostuu mistd tahansa alalla td-
hin tarkoitukseen kidytettdvdksi tunnetusta aineesta. Esimerkiksi
voisi p#dllys koostua helposti liukenevasta polymeeriaineesta,
joka on tdh#n tarkoitukseen kdyttdkelpoinen, kuten selluloosa-
pohjainen polymeeriaine tai hydrofiilinan akrylaatti- tai metak-
rylaattipolymeeri tai kopolymeeri. Katso esim. US-patentit nro
3,566,874, 3,695,921, 4,156,066, 4,156,067 ja 4,417,892, jotka
kaikki on liitetty t#&hdn yhteyteen viitteiksi.

Kuvassa 3 esitetty koeputkijdrjestelmd kdsittdid pddllystetyn
.panoksen.tai substraatin 15. Panoksen 15 pddllys sisdltdd vai-
kuttavan aineosan ja sopivan kantajan. Kun verituote, kuten ve-
riseerumi (ei esitetty) viedd&n koeputkeen 16, pddllys liukenee
vereen. Koeputkessa 16 on korkki 17, niin ettd veriseerumia ja
panosta voidaan ravistaa. Valinnaisesti voi koeputkessa 16 olla’
mySs edelld esitetyn kaltainen piddllys (ei esitetty).

Panos tai substraatti 15 voi koostua mistd tahansa sopivasta
materiaalista. Substraatti 15 voi esimerkiksi olla liukoinen tai
ei-liukoinen, steriloitava tai sisdisesti steriloitu, hydrofii-
linen tai piddllystetty tai kylldstetty. On térkedtd, ettd mai-
nittu materiaali ei hiiritse, ei fysikaalisesti eiki analyytti-
sesti, verituotteen seuraavaa kdsittelyd. Varsinaiset materiaa-
lit sekd kdytettavdt mddrdt, onko kyllédstetty vai padllystetty,
voidaan helposti madrittad.

Kuva 4 kdsittdd veripussin 20, jossa vaikuttava aineosa voi olla
joko jauheena (ei esitetty) tai p&dllyksend 21 veripussin 20
sisdpinnalla 22. Mainittu pddllys voi olla jatkuva tai epdjatku-
-va, kokonainen tai osittainen. Pddllyksen ja vaikuttavan aine-
osan liukenemista voidaan lisiti ravistamalla tai muuten sekoit-
tamalla veripussia, jossa on verta sisdlli.
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tai pinnalla.

6. Patenttivaatimuksen 1 mukainen pitolaite, tunnettau
siitd, etti se sisiltdd myds vaikuttavan mddrdn LPL-inhibiitto-

ria.

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen pitolaite, tunnettu
sijitd, ettd LPL-inhibiittori on natrium- tai litiumtaurokolaat-

til

8. Patenttivaatimuksen 1 mukainen pitolaite, tunnet tau
siitd, ettd virustenvastainen komponentti kdsittid@ yhden tai
useamman yhdisteen valittuna ryhméstd, johon kuuluvat C,~C,,~-ras-
vahapot ja niiden monoglyseridit.

9. Patenttivaatimuksen 8 mukainen pitolaite, tunnet tu
siitd, ettd virustenvastainen komponentti sisdltdd monokaprylii-

nid tai monokapriinia.

10. Patenttivaatimuksen 1 mukainen pitolaite, tunnettu
siitd, ettd virustenvastainen komponentti koostuu 1-4 yhdistees-
ta.

1l1. Patenttivaatimuksen 1 mukainen pitolaite, tunnettau
siitd, ettd rasvahapot virustenvastaisessa komponentissa ovat
tyydyttyneitd rasvahappoja.

12, Patenttivaatimuksen 1 mukainen pitolaite, tunnet tau
siitd, ettd rasvahapot virustenvastaisessa komponentissa ovat
mono- tai monityydyttymdttdmid rasvahappoija.

13. Patenttivaatimuksen 1 mukainen pitolaite, tunnettau
siitd, ettd se kdsittdd virustenvastaista komponenttia sisdltid-
vdt kumikdsineet.

14. Patenttivaatimuksen-13 mukainen pitolaite, t unnet tu
siitd, ettd kumikdsineiden pinnalla on virustenvastaista kompo-

nenttia sisdltdvia jauhetta;

15. Patenttivaatimuksen 1 mukainen pitolaite, tunnettu
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siitd, ettd verituote on verta, plasmaa tai veriseerumia.

16. Menetelmi# tutkittavan tai kdsiteltdvin verituotendytteen
kdsittelemiseksi ndytteen virustenvastaisen vaikutuksen estd@mi-
seksi, tunnettu siitd, ettd ndyte saatetaan kosketuksiin
virustenvastaisen komponentin kanssa, joka kdsittdd virustenvas-
taisesti vaikuttavan mddrdn yhtd tai useampaa yhdistettd, joka
on valittu ryhmdstd, johon kuuluvat C,-C,,-rasvahapot ja niiden
monoglyseridit, sekd C,,~Cs-mono- tai monityydyttymdttoémédt ras-
vahapot ja niiden monoglyseridit. '

17. Patenttivaatimuksen 16 mukainen menetelmd, t unnet tu
siitd, ettd virustenvastainen komponentti sisdltdid myds tehok-
kaan m&¥rdn LPL-inhibiittoria.

18. Patenttivaatimuksen 17 mukainen menetelmd, tunnettu
siitd, ettd LPL-inhibiittori on natrium- tai litiumtaurokolaat-
ti.

19. Patenttivaatimuksen 16 mukainen menetelmi, tunnettu
siitd, ettd virustenvastainen komponentti koostuu yhdestd tai
useammasta yhdisteestd, joka on valittu ryhmdst&d, johon kuuluvat
C,-C,;-rasvahapot ja niiden monoglyseridit.

20. Patenttivaatimuksen 19 mukainen menetelmd, tunnettu
siitd, ettd virustenvastainen komponentti sisiltdd monokaprylii-
nid tai monokapriinia.

21. Patenttivaatimuksen 16 mukainen menetelmi, t unne t t u
siitd, ettd virustenvastainen komponentti kisitt#i 1-4 yhdistet-~
ta.

22. Patenttivaatimuksen 16 mukainen menetelmd, t unnet tu
siitd, ettd virustenvastaisen komponentin rasvahapot ovat tyy-
dyttyneitd rasvahappoija.

23. Patenttivaatimuksen 16 mukainen menetelmd, t unne t tu
siitd, ettd virustenvastaisen komponentin rasvahapot ovat mono-~
tai monityydyttymdttémisd rasvahappoja.
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24. Patenttivaatimuksen 16 mukainen menetelmd, t unnettu
siitd, ettd ndyte saatetaan kosketuksiin virustenvastaisen kom-

ponentin kanssa verenkdsittelylaitteessa.

25. Patenttivaatimuksen 24 mukainen menetelmd, t unnet tu
siitd, ettd verenkdsittelylaite on koeputki, veripussi tai va-

kuumilaitteisto.

26. Parannus veritdbtenaytteen tutkimiseen tarkoitettuun koepak-
kaukseen, t unne t tu siiti, ettd parannus muodostuu virus-
tenvastaisesta komponentista, joka sisdlt#d tehokkaan virusten-
vastaisen madrdn yhtd tai useampaa yhdistettd, joka on valittu
ryhmdstd, johon kuuluvat C,-C,,~rasvahapot ja niiden monoglyseri-
dit, sekd C,,~C,,~mono- tai monityydyttymdttdémidt rasvahapot ja
niiden monoglyseridit.

27. Parannus verituotteen, verituotendytteen, tai muiden kehon
nesteiden tai niiden johdannaisten ndytteiden kdsittelyyn tar-
koitettuun yhdistelm#dn, joka kdsittd84 yhden tai useamman ndy-
teastian ja kdsittelylaitteiston, joka parannus on t u n n e t-
t u siitd, ettd se kidsittdd ainakin yhden ndyteastian, joka
sisdltdd virustenvastaisen komponentin, joka sisdltidd virusten-
vastaisesti tehokkaan mddrdn yhtd tai useampaa yhdistettd, joka
on valittu ryhmdstd, johon kuuluvat C,-C,,~rasvahapot ja niiden
monoglyseridit, sekd C,,-C,,-mono- tai monityydyttymidttdmit ras-
vahapot ja niiden monoglyseridit.

28. Parannus l&dketieteellisessd tai sairaalan puitteissa kiy-
tettyyn materiaaliin, t un ne t t u siitd, ettd se kdsittidd
tdmdn materiaalin ainakin yhden pinnan, joka sisdltdid virusten-
~ vastaisesti vaikuttavan miirdn yht4 tai useampaa yhdistettd,
joka on valittu ryhmidst#d, johon kuuluvat C,-C,,-rasvahapot ja
niiden monoglyseridit, sekd C,,~C,s-mono~- tai monityydyttym&ttd-
mdt rasvahapot ja niiden monoglyseridit.
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