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Tuotteita ja menetelmid sydvdn hoitoon

Tdmd keksintd on osittainen jatko patenttihakemuk-
selle nro 366 436, Jjdtetty 7.4.1982.

Keksinndn kohteena on immunoterapeuttisia ja kemotera-
peuttisia tuotteita ja menetelmid isdntien hoitamiseksi,
joissa on sydpé.

Pakkovirtaus-sdhkdforeesi on menetelmid, jolla run-
saasti gammaglobuliinia sisdltdvid jae erotetaan sdhkdforeet-
tisesti heparinoidusta tdysverestd, jota pidetddn kehon ul-
kopuolisessa kierrossa (1-5). Yleinen menetelmd on saman-
lainen kuin menetelmd, jota kdytetddn keinomunuaisilla ja
erityisesti veren sdhk&dialyysissd (6) . Pakkovirtaus-sdhko-
foreesi (FFE) kuviteltiin aluksi suurmittakaavaiseksi sdhko-
foreettiseksi menetelmdksi biologisten ainesten nopeaa frak-
tiointia wvarten, joka tekee mahdolliseksi isoelektristen
proteiiniaineosien puhdistamisen (5). Pakkovirtaus-sdahkofo-
reesin toimintaperiaatteet ovat seuraavat: neutraalissa
pH:ssa kaikki plasmaproteiinit, lukuun ottamatta gammaglobu-
liinia, kulkeutuvat sdhk&iseen kenttddn. Tdtd periaatetta
kaytetddn kaikkien plasmaproteiinien talteenottamiseksi ja
gammaglobuliinin erottamiseksi. Se on osoittanut monipuoli-
semmaksi vdlineeksi, joka sopii joukon erilaisia sdhkodkineet-
tisid membraani-ilmiditd, kuten sadhkdsuodattamisen ja sen
soveltamisen veden puhdistukseen (7), bakteriofagien s&dhko-
adsorption, veren sdhkddialyysin ja proteiiniliuosten sdhko-
osmoottisen vdkev&innin ja/tail suolanpoiston (9) tutkimi-
seen. FFE voidaan suunnitella suoraa toimintaa varten ja si-
td on kdytetty immunoglobuliinien poistamiseen koirista es-
tdmddn tai viivyttdmddn -vieraan munuaissiirteen hylkimista
(10) . Tamdn keinon kdyttdmistd syOpdd sairastavien isdntien
hoidossa ei keksijoiden tietdmdn mukaan ole aikaisemmin ta-
pahtunut.

FFE:n kulun aikana ker&tddn poistovirtaus (EIE), Jjoka
sisdltdd runsaasti gammaglobuliinia, mutta sisdltdd myds
muita plasmaproteiineja (10). Ennen tdtd keksintdd tdmd

poistovirtaus on hyldtty ilman enempdd kdsittelyd. Tama



10

15

20

25

30

35

keksintd omistautuu tdmdn poistovirtauksen kerddmiseen FFE-
laitteella, sen myShempddn kdsittelyyn ja uudelleenantami-
seen syOpdd sairastavalle is&nndlle.

Proteiini A-IgG-kompleksit

Proteiini A on staphylococcus aureus Cowans I:n solu-
seindn aineosa, joka reagoi useista nisdkdslejaista saatujen
immunoglobuliinien Fc-ogasten kanssa muodostamaan immuuni-
komplekseja, jotka immuunikompleksit kiinnittdvat komplemen-
tin Jja kuluttavat komplementtikomponentteja (11-16). Aikai-
semmissa tutkimuksissa koirilla, joilla on spontaaninen nisd-
rauhassydpd, ihmisen rintasydvdn erinomainen malli, kierra-
tettiin plasmaa proteiinia A sisdltdvdn staphylococcus (SpA):n
yli, joka oli tehty liikkumattomaksi mikrohuokoisessa membraa-
nisuodatussysteemissd ja pantu alttiiksi plasmalle, jota tu-
1i jatkuvasti virtaavasta plasmasoluerottimesta (17). Kohta
vhden plasmamddrdn kierrdttdmisen jdlkeen proteiini A:ta si-
saltadvidn staphyloccoccuksen yli, havaittiin kasvainkuolemaa-
mitd seurasi tavoitteena olleita kasvaintakautumia. Naita
vaikutuksia ei havaittu, kun plasmaa kierrdtettiin yli
staphylococcuksen, josta proteiini A puuttui (17). Kasvain-
takautumien 1oyddkset tdssd kokeellisessa koirasysteemissd
vahvistettiin erddssi itseniisessd tutkimuksessa (18). Plas-
man perfuusio puhdistettiin sitten ja samanlaiset kasvain-
kuolemavasteet havaittiin plasman 1dpivalutuksen jdlkeen
puhdistetun proteiinin A yli, joka oli tehty liikkumattomak-
si kollodium/hiili-matriisissa (proteiini A kollodiumhiili,
PACC) (19).

Tatd hoitomuotoa kdytettiin viidelle perdkkdiselle
ihmispotilaalle, joilla oli rintarauhassy®tpd Jja akuutteja
kasvainmyrkyllisi& reaktiloita havaittiin pian perfuusioiden
jdlkeen PACC:n ylitse. Toistettujen kdsittelyjen jdlkeen,
tavoitteena olleita kasvaimia takauttavia vaikutuksia ha-
vaittiin neljdssd ndistd potilaista (20).

Aikaisemmat tutkimukset koirilla ja ihmiselld spon-

"taanisella rintarauhassy®dvdlld antoivat (muiden seikkojen

ohessa) seuraavat tulokset, kun kohdetta k&siteltiin plas-

malla, jota oli valutettu liikkumattomaksi tehdyn SpA:n
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taili PACC:n ldpi (17, 19, 20): akuutin kivun nopea alkaminen
ja n-kyvdt morfologian muutokset rintaseinimikasvaimissa
pienten mddrien plasmaa kehon ulkopuolisen perfuusion jal-
keen PACC:n ylitse, johdattivat mieleen( ettd ndmd vaikutuk-
set olivat tekijdiden aiheuttamia, joita kehittyy plasmassé\
PACC:n ylitse viemisen jdlkeen (17, 19, 20). Menettelyd yk-
sinkertaistettiin teknisesti poistamalla suora kehon ulkopuo-
linen kierrdtyssysteemi ja sen sijaan pieniid tasaosia auto-
logista tai homologista plasmaa, joka oli aikaisemmin koottu
laskimonavauksella, vietiin PACC:n ylitse irrallisesti, mitéd
seurasi suora infuusio potilaisiin (20). Potilaissa, Jjoita
0li kdsitelty kokonaan plasman irrallisperfuusiolla, esiintyi
akuuttia kipua samanlaisin morfologisin vastein ja kasvaimia
takauttavin vaikutuksin kuin ne, jotka havaittiin suoralla
kehon ulkopuoleisella systeemilld (20). Lisdksi kasvainmyr-
kyllisiin vasteisiin sekd koirilla ettd ihmiselld liittyi
serologisia ja immunohistokemiallisia muutoksia, nimittdin
lisd@dntynyt kiintofaasi Clg-sitominen ja nousseet Cba-tasot
sekd alentuminen C3:ssa, johon yhdistyi IgG:n ja C3:n las-
keumia kasvainsolumembraaneille (17, 20, 21).

SpA:lla on kyky sitoutua IgG:n Fc-alueelle, mistda ei
cle tuloksena ainoastaan komplementin aktivoituminen sekd
muita vaikutuksia in vitro, vaan voi myds aiheutua vaiku-
tuksia in vivo, jotka muistuttavat immuunireaktioita, Jjotka
on saatu aikaan antigeeni-vasta-aine-komplekseilla. Joihin-
kin niista néj%téé liittyvdn kompleksin aktivoituminen SalA-
IgG—kompleksieh vaikutuksesta liucksessa. Esimerkiksi SpA
annettuna ihonsisdisesti normaaleille ihnmiskohteille niinkin
pienind annoksina kuin 10 /ug, aiheutti ndppy- Jja punoitus-
reaktioita, jotka havaittiin 30 minuutin kuluttua ja myShem-
min reaktion, Jjonka maksimivoimakkuus oli 24-48 tunnin ku-
luttua. Samalla tavalla aiheutti niinkin vdhdn kuin 10 /ug
SpA,‘annettuna ihonsisdisesti marsuille, merkittdvdn arthuk-
sen kaltaisen reaktion ja 300-400 /ug antoi verenvuotoreak-
tion, jonka maksimivoimakkuus oli 12-24 tunnin kuluttua (22).
Marsut, joille oli annettu 500 - 1 000 /ug syddmensisdisesti,

saivat kuolettavan herkistymdjdrkytyksen, joka voitiin estdd
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antamalla etukdteen antihistamiineja. Heczko, et al. (23)

" havaitsivat myds, ettd marsut, jotka oli herkistetty niinkin

vdhdlld kuin 50 /ug:lla SpA tdydellisessd Freund'in apuai-
neessa antolivat viivdstyneen reaktion, joka oli voimakkaim-
millaan 24 tunnin kuluttua, kun taas sama annos annettuna
tdydellisessd apuaineessa tai suolaliuoksessa antoi arthus-
reaktion, joka oli voimakkaimmillaan kuuden tunnin kuluttua.
Vastakohtana ihmiselle ja marsulle, muut lajit, joilla on
IgG, joka ei saosta SpA:ta, eivdt antaneet yliherkistymis-
reaktioita, kun niille annettiin SpA:ta pelkdstdén. Siten
kaniinit, joille oli annettu yksinkertainen ruiske 6 mg:aan
asti SpA ja hiiret, joille oli annettu 10-500 /49 eilvat
osoittaneet pian alkavia eikd viivdstyneitd reaktioita (24,
25). Kaniineissa aiheutettiin kuitenkin suora arthus-reaktio
5-10 tunnissa antamalla 100-180 mg ihmisen IgG:td laskimon-
sisiisesti, mitd seurasi 10-15 minuutissa 0,025 - 21,5 mg
SpA:ta ihonsisdisesti ja verenvuotokuolema oli ilmeinen
18-24 tunnin kuluttua ihonsisdisistd ihmisen IgG:n ja SpA:n
vdlisistd saostumista esimuodostetuista ruiskeista. Kanii-
nien verenkierto puhdistui nopeasti kaniinin IgG:n Jja 125I
SpA:n vidlisistd liukoisista komplekseista maksan ja pernan
vaikutuksesta ja suolaliuoksella perfusoitu kaniinin maksa
kerdsi in vito 49 %:iin asti merkatuista komplekseista yh-
den ldpdisyn aikana (25). _

On tunnettua, ettd SpA lisdttynid ihmisen, marsun,
kaniinin tail sian seerumiin aiheuttaa heikon ja merkittdvdn
komplementtiaktiivisuuden loppuun kulumisen lajista riippuen
(26-29). SpA:n ja ihmisen normaalin tai luuyidnkasvain IgG:n
tai Fc-osgsasten tail normaalin marsun SpA:lla kasatun IgG:n
seoksilla oli samanlainen vaikutus (30, 31). Kompleksit
SpA:n ja marsun kummankin alaryhmin IgG1 ja IgG2 valilla
kiinnittivdt komplementin, kun taas antigeeni-vasta-aine-
kompleksit, jotka sisdlsivat IgG3, eivdt sitd tehneet (30,
31). Kun SpA:ta lisdttiin ihmisen tdysseerumeihin, komple-
mentin 9 konponentin, lukuun ottamatta C7, jota ei mddritet-
ty, tiitterit pienenivat 30 % (C8) - 85 % (C3) ja optimaa-

linen estdminen tapahtui IgG-ylimddrdssd. Ennalta muodostetut



kompleksit SpA:n ja komplementin kiinnittdvan myeloma—IgG1:n
Fc-osasen vdlilld, jotka oli valmistettu olosuhteissa maksimi-
aktiviteettid varten, vdhensividt kokonaiskomplementtitiit-
terid 64 %:1la ja yksittdisten komponenttien tiittereitd
4-99 %:1la (C3) (14). SpA esti myds Cl:n sitoutumisen seké'
kuumana yhteenkasattuun IgG:hen ettd IgG-myeloma-l1-proteii-
niin, mutta silld ei ollut vaikutusta C1:n sitoutumiseen
IgG:hen (14). Komplementtiaktiivisuuden loppuun kuluminen
riippui SpA:n madrdstd suhteessa IgG:hen. Siten, kun SpA-
seerumin annos kasvoi, syntyi komplementtiaktivoitumisen
maksimitasc, joka aleni suurilla SpA-pitoisuuksilla (14,

26, 28). Tdmdn ilmidn tulkittiin merkitsevén, ettd SpA:n
suuret pitoisuudet estivdt C1:n sitoutumisen. Langone'n,

et al. (32, 33, 34), kokeet selvittivit SpA:n vaikutuksen
vasta-aine-aktiivisuuteen. IgG:n ja SpA:n vdliset komplek-
sit, jotka on muodostettu suhteellisen suurilla tai pienil-
14 SpA-annoksilla, kayttdytyvdt, kuten autenttinen IgG.
SpA-IgG-kompleksit, jotka on valmistettu kokemusperdisella
kaavalla [(IgG)2 SpA]n, kdyttdytyvdt kuten IgM hemolyytti-
sessd kyvyssddn ja tavassa, jolla ne ovat vuorovaikutuksessa
tdyskomplementin tai puhdistetun C1:n kanssa (34). Fluore-
senssin tukahduttamis- ja valonsirontamenetelmin osoitettiin
~ kaniinin Fc:lla olevan kaksi sitomiskohtaa yksiarvoiselle
osaselle B ja ettd muodostui komplekseja 2-4 molekyylin kans-
sa Fc-osasia SpA-sillan kautta (35). Lisidksi kompleksin muo-
dostus IgG:n ja SpA:n vdlilld parantaa vasta-ailne-affini-
teetteja merkittdvdsti, mikd todenndkdisesti johtuu monipis-
tekiinnittymisestd (13).

Ihmisen liuskatumaiset valkoverisolut ottavat nopeas-
ti ravintoa ja huonontavat liukenemattomia komplekseija, jot;
ka on valmistettu ihmisen IgG:std ja SpA:sta (36, 37); val-
koiset verisolut vapauttavat histamiinia SpA:n l&dsndollessa
(38) . Sydjdsolutoiminnan aste riippuu SpA:n annoksesta ja
oli optimaalinen muodostuneista presipitaateista riippuen
ja myeloperoksidaasin samanarvoinen vapautuminen oli vas-—
taavuussuhteessa kompleksien sydjdsolutoiminnan kanssa.

1251—merkittyé IgG:td kdytettiin osoittamaan vastaanotettu
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midrd, joka riippui neutrofiilien pitoisuudesta, kompleksien
luonteesta, inkubointiajasta ja seerumitekijdiden l&dsndolos-
ta (36).

| Tdmd keksintd osoittaa, ettd proteiini A-IgG-komplek-
seja muodostuu plasmaperfuusion jdlkeen PACC:n ylitse. Samén—
laiset kompleksit, jotka on valmistettu inkuboimalla prote-
iinia A IgG:n tail seerumin kanssa eri moolisuhteissa ja sit-
ten annettu laskimonsisdisesti isdnnille, joilla on kasvai-
mia, on aiheuttanut kasvainmyrkyllisid reaktioita ja kasvain-
takautumisia. Tdmd edustaa uutta tuotetta kdytettdvaksi syd-
vadn hoidossa.

C. Happameksi ja emdksiseksi tekeminen

Monia vuosia on ollut tunnettua, ettd antigeeni-vasta-
aine-kompleksien, olivatpa ne luonnosta perdisin tai keino-
tekoisesti valmistettuija, altistamisesta pH-ddrialueille,
joko happamella tai emdksiselld puolella, on seurauksena
niiden pddasiallisesti tdydellinen dissosioituminen vastaa-
viksi aineosikseen. Keinotekoisesti valmistettujen naudan
seerumialbumiini-anti-naudan seerumialbumiini-kompleksien
altistamisesta happamelle pH:1le on seurauksena dissosioi-
tuminen niiden vastaaviksi aineosiksi, kuten ensimmdisend
osoilttivat Campbell, et al. (30). Tdtd ajatusta on kdytetty
immunologian alalla antigeenien ja vasta-aineiden eristédmi-
seen, Jjotka ovat ldsnd immuunikompleksin muodossa. Menetel-
min vasta-aineiden dissosioimiseksi antigeeni-vasta-aine-
komplekseista tekemdlld happameksi ja eristdmdllid wvasta-ai-
ne antigeenin poistamisen jdlkeen ultrasuodatuksella alhai-
segssa pH:ssa, ovat selostaneet Sjdgren, et al. (40) hiiri-
kasvainsysteemissd. Askettdin 1loydettiin piilevdsti sytotok-
sisia, leukemiaan liittyviin antigeeneihin kohdistuvia vas-
ta~aineita seerumissa akuutin ydinsyntyisen leukemian akuu-
tin vaiheen aikana. Ultrasuodatuksen jdlkeenalhaisessa pH:ssa
oli havaittavissa merkittdvidsti komplementistd riippuvaa so-
lunyrkyllisyyttd useimmissa testatuissa seerumeissa (41).
Lisdksi Dorsett, et al. (42) eristivdt kasvain-spesifisia
vasta-aineita munasarjasydpien munasarjanesteen purkautumis-

ta suolasaostuksen avulla ja inkuboimalla sitten pH 2,8:ssa,
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mitd seurasil nadytteiden neutralointi lisidmdlld hitaasti
natriumhydroksidia. Vapautuneet vasta-aineet testattiin epi-
suoralla immunofluoresenssilli ja ne osoittivat olennaista
nousua tiitterissd. Ajatuksen liuosten tekemiseksireméksij
siksi immuunikompleksien dissosioimiseksi esittivat ensim-
mdisind Kabar Jja Mayer (43) ja sitd on kdytetty tdhédn tar-
koitukseen monia wvuosgia.

Pakkovirtaus-sdhkdforeesin poistovirtauksen tai plas-
maa sisdltdvdn kasvaimen happameksi tail emdksiseksi tekemis-
td ja sen kdyvttdd sydvdn hoidossa, kuten tdssd selostetaan,
el keksijdn tietdmyksen mukaan ole aikaisemmin tehty eika
esitetty.

D. Kasvainimmunoglobuliini

Immunoglobuliinin kdytdn kliinisessd lddketieteessd
aloittivat Behring ja Kitasato (44) antitcksiinien kdytolla
ja se eteni eldin-antitoksiinien kliiniseen kdyttddn ihmisen
sairauksien ehkdisyssd. Ihmisen immunoglobuliinivalmistei-
den kdyttd passiivista immunointia varten alkoi McKhann'in
et al. tutkimuksilla (45, 46), jotka kdyttivat ammoniumsul-
faattia globuliinijakeiden eristdmiseen istukkauutteista.
Vuonna 1936 nditid jakeita, jotka osoittautuivat olevan te-
hokkaita tuhkarokon estdmisessd tai modifioimisessa, alettiin
nimittdd immunoglobuliiniksi (ihmisen) (47). Suurin etu t&dl-
14 alueella saavutettiin kylmdn etanolin hyvdksik&dytdlla im-
munoglobuliinin fraktionointia varten ihmisen plasmasta Ja
sen osoittamisesta, ettd jae II, ts. immuuniseerumiglobulii-
ni oli tehokas tuhkarokon ehkdisyyn (48, 49) ja hepatitiksen
(50, 51) torjuntaan samoin kuin immuunipuutoksen hoitoon
(47). Immunoglobuliinin kdytdn kehittyminen USA:ssa on suu-
reksi osaksi kdsittdnyt spesifisten immunoglobuliinien kayt-
tddnoton. Sellaisilla tuotteilla kuin tetanusimmunoglobulii-
ni, anti-D-globuliini ja immuuniglobuliini raivotaudissa, on
suhteellisen varma asema kliinisessd lddketieteessd. Uusin
ndistd tuotteista on hepatitis B immuuniglobuliini ja vield
muita, kuten varicella-zoster-immuuniglobuliini, on tutki-
muksen alaisina. Valmisteita on nyt gammaglobuliinin laski-

monsisdistd kdyttdd varten ja niitd ovat pelkistetyt ja
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alkyloidut, suolafraktionoidut, beta-propiclaktonilla kdsi-
tellyt ja pH 4-k&dsitellyt valmisteet (52-57). Nimi valmis-
teet ovat olleet tehokkaita ja kaikilla on ollut suuri vali-
koima sivuvaikutuksia. Sivuvaikutukset niyttdvit olennaises-
ti vdhentyneen pH 4-valmisteella ja on olemassa osoitus sii-
ti, ettd sivuvaikutuksia voitaisiin valttdi hitaalla infuu-
siolla. Gammaglobuliinin ihanneominaisuuksia ovat murtumi-
sen puuttuminen sekd yhteenkasautumisen ettd IgA:n puuttu-
minen ja valmisteen pysyvyys. Sen tulisi olla pysyvd kdytet-
tdviksi joko lihaksensisdisesti tai laskimonsisidisesti eikd
siihen saisi liittyd maksatulehduksen wvaaraa.
Kasvainspesifisten vasta-aineiden kdyttd spesifistd
aktiivista immunoterapiaa varten on kd@dntynyt seuraaviin
suuntiin. Kokeita vierasgeenisillid seerumeilla on suoritettu
ja ne vaativat vieraan proteiinin antamista pidemm&n ajan,
mistd on seurauksena allergisten reaktioiden vaara. Kaikes-
ta huolimatta Lindstrdm sai jokaisessa kokeessa jonkin ver-—
ran kliinistd vastetta kaniineissa valmistettujen seerumien
antamisen Jjdlkeen immunoinnin jadlkeen myeloidi-leukemiaso-
luilla (58). DeCarvalho valmisti hyperimmuuni-gammaglobulii-
nia hevosissa antigeenejd vastaan, jotka o0li erotettu nor-
maaleista antigeeneistd kasvainkudoksessa saostamalla jdl-
kimmdinen vasta-aineilla normaalikudoksia vastaan. 13:1la
15:sta leukemiapotilaasta esiintyil vdliaikaisia neljdstd vii-
kosta 29 kuukauteen kestdvid lievennyksid immuuniseerumiglo-
buliinin jdlkeen (59). Sekla et al. eivdt pystyneet aikaan-
saamaan vdliaikaista lievitystd viidelld potilaalla hetero-
logisilla immuuniglobuliineilla, jotka oli valmistettu hie-
man eri tavalla (60). Tsirimbas, et al. kdsittelividt viitti
potilasta, joilla oli krooninen imusoluleukemia, hevosen
anti-lymfosyyttiseerumilla. Kolmella viidestd potilaasta
dadreissoluluvut putosivat n. 40 %:1iin l&dhtdarvostaan (61).
DeCarvalho ndki objektiivista nidyttdd vasteesta potilaissa,
joilla oli kiinted kasvain, globuliineilla, jotka oli val-
mistettu, kuten leukemioita‘varten (59). Marsh, etal. an-
toivat kaniinin vasta-kasvainseerumia potilaille, joilla oli

erilaisia kiinteitd kasvaimia (62). He eivit havainneet
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mitddn kliinistd wvaikutusta, vaikka ruumiin avauksissa vas-
ta-aine oli selektiivisesti paikallistunut sarkoomasolujen
alueille. Erddssd tuoreessa kokeessa, jossa kdytettiin mela-
noma-immunoiduista simpansseista valmistettua seerumia,
tutkijat havaitsivat sisdlmystaudin akuuttia kuolleisuutta
kahdessa kolmesta potilaasta, vaikka takautumat olivat epéd-
tdydellisid ja kohtalokkaan verihiutaleniukkuuden kompli-
soimia yhdelld potilaalla (63).

Myds allogeenisia seerumeita on jo tutkittu niiden
terapeuttisen vaikutuksen suhteen leukemiaan. Useat tutkijat
ovat yrittédneet kdsitelld leukemioita ja imukudoskasvaimia
seerumeilla, jotka sisdltdvit vasta-aineita ihmisen imuso-
luja vastaan. Erds Laslow'in et al. tutkimuksessa (64) anti-
lymfosyytti-plasmaa valmistettiin immunoimalla normaaleja
kohteita normaaleja imusoluja vastaan. IgG erotettiin sit-
ten tdstd plasmasta ja annettiin kolmelle potilaalle, joil-
la oli krooninen imusoluleukemia. Jokaisella potilaalla oli
ohimenevdi imusoluniukkuttavja pienentymistd imusolmukkeen
koossa infuusion j&dlkeen. Djarassi kdsitteli neljdd poti-
lasta, joilla oli akuutti imusoluleukemia, seerumilla poti-
laasta, jolla oli tahalassanaemia major (synnynndinen hemo-
lyyttinen anemia) ja jotka oli herkistetty monien yksildiden
sekid jyvdssoluja ettd imusoluja vastaan. Kaikilla neljdlla
potilaalla tapahtui putous &ddreisvalkosolujen luvussa (65).
Herberman antoi seerumia sytotoksisten vasta-aineiden kans-
sa useastil raskaana olleesta naisesta seitsemdlle potilaal-
le, joilla oli imusolu-uudiskasvusairauksia. Hi&nen potilaan-
sa reagoivat putouksin imusolu- ja verihiutaleluvuissa kes-
kimidrin 48,8 - 25,5 %:1la esikdsittelyarvoista, mik&d kesti
yhden pdivan. Kahdella n&distd viidestd potilaasta oli kutis-
tumista ddreisimukudoksessa, neljdlld potilaalla oli pienia
sivuvaikutuksia, kuten kuumetta ja varistyksid ja kahdella
oli hengityshdiriditd (66). Allogeenisid seerumeita, joiden
luovuttajat oli tarkoituksellisesti immunoitu kasvainsoluja
vastaan, on myds tutkittu. Brittingham ja Chaplin immunoivat
normaalin luovuttajan imusocluilla potilaasta, jolla oli kroo-

ninen ydinsoluleukemia. Normaali yksild immuncitiin sitten
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uudelleen kolme vuotta myShemmin tdysverelld toisesta poti-
laasta, jolla oli krooninen ydinsoluleukemia. Anti-leuko-
syytti-vasta-aine, joka oli aktiivinen luovuttajasoluja
vastaan, ilmestyi normaalissa vksildssd. Gammaglobuliinia
saatiin tdstd luovuttajasta ja tdmdn luovuttajan plasmaa ah—
nettiin leukemiapotilaille, joiden soluja oli kdytetty uu-
delleen immunointiin. Ei havaittu mitd&n selvdd edullista
vaikutusta potilaan sairauteen (67). Skirkovich et al. im-
munoivat potilaita leukemiasoluilla muista potilaista. 8-15
pdivdd immunoinnin jdlkeen plasmaa vaihdettiin 2-3 kertaa
potilaiden luovuttajaparien vd1lilld. Kuusi paria lapsia k&a-
siteltiin ja havaittiin kolme tdydellistd ja viisi osittais-—
ta hematologista vdliaikaista lieventymist&d. Seitsemdn ndis-
td reagoineesta potilaasta oli saanut myds steroidi- ja sy-
tostaattista hoitoa, mutta yksi tdydellinen vdliaikainen
lieveneminen saavutettiin pelkdstddn immunoterapialla (68).
Remissioplasmaa oh annettu myds passiiviseen terapiaan.
Skirkovich et al. kerdsivdt autologista plasmaa ja imuso-
luja varhaisessa lievennysvaiheessa ja antoivat nditd poti-
laille lievityksen myShemmissd vaiheissa. Heistd tuntui,
ettd lievityksen kestoaika piteni t4lld toimenpiteelld (69).
Ngu sail kédyttden lievityksen myShdisen vaiheen seerumeita
potilaista, joilla oli Burkitt'in imukudoskasvain, aikaan
lievityksid potilaissa, joilla oli aktiivisia sairauksia
{70) . Seerumi potilaista, joilla on vahanlaatuisen melanoo-
man takautuma, on satunnaisesti aiheuttanut lievitystd muil-
le potilaille annettuna.

Tutkijat ovat yrittdneet kdyttd&d hyvdksi vasta-aineen
spesifisyyttd muiden sytotoksisten ainesten toimittamiseksi
suoraan kasvainsoluun eliinmalleissa. Chlorambucil ja dauno--
mysiini ovat sitoutuneet anti-kasvain-vasta-aineisiin (72, 73)
ja vasta-aineita on myds merkitty radicaktiivisilla isotoo-
peilla, kuten 131I:lla (74). Niitd on myds konjugoitu tok-
siineihin, kuten kurkkumdddssd (75) ja entsyymeihin, joilla
on sytotoksista potentiaalia (76). Mahdcllisen tehostavan
vaikutuksen vasta-aineen ja kemoterapian vdlilld ovat kuvan-

neet Segerling et al. ja se osoittaa, ettd marsun maksakas-
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vainsolut, jotka normaalisti ovat kestdvid vasta-aineen ja
komplementin tappamista vastaan, herkistyvdt kdsittelyn jal-
keen kemoterapeuttisilla aineilla (77).

Samalla kun on ilmeistd, ettd alalla on aikaisemmin
tehty paljon tydtd, joka koskee immunoglobuliinivalmisteiden
antamista eldimille ja ihmisille, joilla on kasvaimia, ovat
tulokset ndistd kokeiluista olleet sekalaisia. Aluksi olisi
huomattava, ettd ndmid kdsittelyt eividt ole olleet yhtdpita-
vasti tehokkaita kasvaimen hoitoon. On kdytetty monentyyppi-
sii kdsittelyjd potilaan oman seerumin kdytdstd muiden poti-
laiden seerumien kdyttddn, joilla on samanlaisia tauteja ja
mennen niinkin pitkdlle kuin seerumien kayttddn erilajisis-
ta eldimistd. Askettdin on tehty yrityksid kdsitelld poti-
laita kdyttden monoklonaalisia vasta-aineita, jotka on kehi-
tetty hiirissd potilaan omaamaa spesifistd kasvainta varten.
Niamd erilaiset yritykset ovat todiste menestyksen puutteesta
alan aikaisemmissa menetelmissd, kuten on esitetty edelld
mainituissa julkaisuigsa. Vastakohtana alalla aikaisemmin
saaduille sekalaisille tuloksille pystyy tdmdn keksinndn
kasvaimeen liittyvd immuuniglobuliinivalmiste aikaansaamaan
yhtapitdvan késvainmyrkyllisen vailkutuksen, kun sitd injek-
toidaan isdnnille, joilla on kasvain sekd ihmisille ettd el&i-
mille. Lisdksi tdmdn aineen kdyttddn liittyy huomattavasti
vihemmdn komplikaatioita kuin alalla aikaisemmin, silld mita
tahansa immunoglobuliinia, joka on saatu mistd& tahansa la-
jin jdsenestd, voidaan kdyttdd, joka aines voidaan helposti
saada (esimerkiksi) plasmaferoimalla isd&ntid, joissa on im-
muunikomplekseja, jotka sisdltdvdt halutun vasta-aineen tai
samalla vasta-aine tdstd isdnndstd saadun plasman Cohn-frak-
tionoinnista. Tdssd esitetyt menetelmdt tekevdt mahdollisek-
si yleisesti tehokkaan kasvainvastaisen reagenssin paljon
runsaamman ldhteen valmistamisen kuin colisi ollut mahdollis-
ta valmistaa alan aikaisemmilla menetelmills.

Tdssd kuvataan uutta kasvainimmuuniglobuliinia, joka
on saatu isdntien, joilla on kasvain, seerumista sekd myos
menetelmd sen tuottamiseksi. Td41lld aineella on kasvainmyr-
kyllisid vaikutuksia, kun sitd annetaan isinnille, joilla

on syopd.
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E. Komplementin aktivointi

IThmisen komplementtisysteemi koostuu sekalaisesta ko-

koelmasta plasmaproteiineja. Yhteensd yli 20 komponenttia ot-

taa osaa hyvdssd jadrjestyksessd olevaan reaktiosarjaan, jos-
sa lopulta on seurauksena komplementin aktivoituminen. Koo£~
tu todistusaineista tukee vaitettd, ettd komplementtisystee-
mi toimii normaalin is&nnédn puolutusmekanismien perusosana
ja seurauksena tdstd komplementin aktivoitumiseen liittyy
vleisesti joukko erilaisia patologisia tiloja (78, 79, 80).
On olemassa kaksi pddtapaa, joita nimitetddn klassiseksi ja
vaihtoehtoiseksi tieksi, joilla komplementti aktivoidaan.
Ndamd kaksi tietd voidaan yleisesti erottaa toisistaan pro-
sessin mukaan, jolla aloittaminen tapahtuu. Huolimatta komp-
lementin aktivointitavasta, antaa keskeisen C3-komponentin
muuttuminen C3a- ja C3b-osasiksi merkin aktivoimisen tunnus-
tapahtumasta. C3-konvertaasi muodostuu tuloksena klassisen
tai vaihtoehtoisen tien aktivoinnista. C3:n konversio saa
aikaan entsyymikompleksin (C5 konvertaasin) muodostumisen,
joka vuorostaan sitten pilkkoo C5:n antamaan osaset C5a Jja
C5b. Cbha vapautuu sen jdlkeen liuockseen, kun taas molekyy-
lin Cbb-osalla on olennainen tehtdva lyyttisen membraani-
hyokkdyskompleksin muodostumisen aloittamisessa.

C3a ja C5a ovat molekyylejd, joita nimitetddn ana-
fylatoksiineiksi ja ne ovat ddrimmdisen voimakkaita bioak-
tiivisia aineita, joilla on avaintehtdvd vdlittdjind akuu-
tissa tulehdusvasteessa (81, 82). Sekd C3a ettd Cbha jakavat
tiettyjad kouristuksia aiheuttavia ominaisuuksia C3a:n kans-
sa,'joka on tehokas nanomoolisella vdkevyysalueella ja Cba
on tehokas subnanomcolisella vdkevyysalueella (83). Kumman-—
kin tekijdn on osoitettu lisddvdn verisuonildpdisevyyttd (84,
85) samoin kuin aiheuttavat histamiinin vapautumista sydttdo-
soluista (86). Cha on kemotaktinen tekijd ja tdmd glykopoly-
peptidi ndyttdd olevan neutrofiilillid aiheutetun tulehduksen
paavalittajd (87).

Useita mekanismeja pidetddn tehokkaina rajoittamaan
anafylatoksiinien biologista aktiivisuutta. Seerumi-eksopep-

tidaasi poistaa tehokkaasti olennaisen C-pddte-arginyyli-
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tdhteen anafylatoksiinimolekyyleistd ja tekee sekd C3a:n
ettd Cha:n itse asiassa kykenemdttdmdksi kouristusta aiheut-
tavaan toimintaan muutamassa sekunnissa sen jilkeen, kun

ne ovat vapautuneet verenkiertoon (88) . Tuote Cba des Arg
sailyttdd sittenkin kyvyn edistdd kemiallista vetovoimaa
(89) .

C3a on yksiketjuinen polypeptidi, Jjossa on 77 amino-
happotdhdetta javjonka molekyylipaino on 9000. Ihmisen Cba
anafylatoksiini on yksiketjuinen glykopeptidi, jossa on 74
aminohappotdhdettd ja joka sis&dltdd yhden oligosakkaridiyk-
sikdn liittyneend asparagiinitdhteeseen asemassa 64. Poly-
peptidin ja oligosakkaridiosan yhteinen molekyylipaino on
11 000 (90, 91).

Aikaisemmissa tutkimuksissa ihmisilld havaittiin, et~
td Cha:n (ja samansukuisten) seerumitasot nousivat pian
plasmaperfuusion jdlkeen proteiini A-kollodium-hiilen ylitse
(21). C5a:n ilmestymiseen liittyi &ddreisverisuonien laajen-
tuminen ja vdlinesteen ilmestyminen (20, 21). Yhdessd tapauk-
sessa saatiin ndyttdd keuhkoverentungoksesta ajankohtana,
jonka Cbha keksittiin (21). Lisdksi havaittiin, ettd akuut-
teihin kasvainmyrkyllisiin reaktioihin ndill&d potilailla
liittyi nesteen tdyttdmien rakkuloiden ilmestyminen ihokas-
vainkohtiin, jotka rakkulat sisdlsivdt liuskatumaisia imu-
soluja (20). Koska Cha:n tiedetddn aikaansaavan lisdyksen
verisuonien ldpdisevyyteen ja verisuonien laajentumista ja
on kemotaktinen neutrofiileille se saattaisi mydtdvaikuttaa
havaittuihin fysiologisiin vaikutuksiin proteiini A-perfuu-
sion Jjdlkeen ja kentiles parantaa kiertdvien kasvainmyrkyl-
listen tekijdiden sisddnpddsyd kasvainkohtiin.

Kassel et al. ovat osoittaneet, ettd puhtaan C5:n an-
tamien erityisesti leukemiaa sairastaville hiirille sai ai-
kaan merkittdvid leukemian takautumisia (92). AKR-hiirid,
joilla oli spontaaninen leuvkemia, infusoitiin normaalilla
seerumilla valikoimasta eri lajeja. Leukemiasolujen tuhoutu-
misen aiheutti seerumi hiirikannoista, joilla oli komple-
menttikomponenttien tdysi kirjo, mutta ei seerumi hiirikan-

noista, joilla oli geneettisesti mddritetty C5-puutos.
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Marsuista, hevosista ja ihmisistd saatu seerumi aiheutti
myds leukemiasolujen tuhoutumisen. Ehdotetut mekanismit,
joilla C5 sai aikaan leukemiasolun tuhoutumisen AKR-hiiris-
sd, ovat seuraavat: (a) C5:1la voi olla suora vailkutus leu-
kemiasoluihin antamalla puuttuvan komplemenettisidoksen, jb~
ka tekee mahdolliseksi isdnndlle tuottaa sytotoksisia vasta-
aineita aiheuttamaan solun hajoaminen, (b) C5 reagoi muussa
paikassa kuin leukemiasolun pinnoilla, esim. antigeeni-vasta-
aine-kompleksien kanssa veressd tal munuaisessa saaden si-
ten aikéan lymfokiinien vapautumisen, Jjotka itse vdlittdvéat
leukemiasolun tuhoutumista, (c) C5:n antileukeeminen wvaiku-
tus riippuu aikaisemmin olemassa olevasta immuunivasteesta,
joka tuo mieleen jonkin toisen mekanismin leukemilasolujen
spesifisesti tappamiseksi.

Tamd keksintd antaa kasvaimiin liittyvid immunoglo-
buliinivalmisteita, jotka ovat kdyttdkelpoisia joko sellai-
sinaan tai yhdessd8 muiden modaliteettien kanssa sydvdn hoi-
toa varten. Tamdn keksinntn yhdelle kohdalle on olennaista,
ettd immunoglobuliineja kohteen plasmassa kdsitellddn tai
kdsitellddn muiden gaman lajin eldimistd (ihmiset mukaan
lukien) saatua plasmaa, niin ettad

a) dissosioidaan kiertdvdt immunoglobuliinit kiertd-
vistd liukoisista kasvainantigeeneistd, joiden kanssa ne
ovat muodostaneet komplekseja; ja

b) kasataan yhteen nidmd vapautetut immunoglobuliinit
tuottamaan ainesta, jolla on lisééntynyt kasvainmyrkyllinen
aktiivisuus, kun ne injektoidaan is&ntddn, jolla on kasvain.
On huomattava, ettd tdmid dissosioimisvaihe voidaan toteuttaa
jollakin lukuisista tunnetuista dissosioivista menetelmis-
td, jotka kdsittdvdt olennaisen muutoksen pH:ssa siitd, joka
normaalisti seerumissa kohdataan, suuren muutoksen ionividke-—
vyydessd (kuten suoclalisdykselld), kuumentamisen jne., edel-
lyttden, ettd kaytetyn dissosioimismenetelmdn tdytyy clla
riittdva erottamaan kiertdvdt immuunikompleksit halutuksi
immunoglobuliiniksi ja liukoiseksi kasvainspesifiseksi anti-
geeniksi muuttamatta olennaisesti halutun immunoglobuliinin

luonnetta.
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Erds edullinen menetelmd, jota on kdytetty tdmidn dis-
sosioimisen toteuttamiseen, on saadun immuunikompleksin kd-
sittely hapolla tai emdkselld dissosioivissa olosuhteissa
riittdva aika kompleksien tehokkaasti dissosioimiseksi. Ku-
ten alalla on tunnettua, pH v&8liltd n. 3,2 - 1,5 yleensd ‘
on riittdvd aikaansaamaan t&mi dissosioituminen. Aikavidlit,
joiden voitaisiin odottaa olevan riittivid t&td dissosioi-
mista varten, ovat vleensd n. kahdesta minuutista niinkin
pitkiksi kuin kahdeksaan tuntiin tai pidempiin, jos niin ha-
lutaan. Tdssd on havaittu, ettd kdsittely hapolla pH:n alen-
tamiseksi n. 2,5:een n. viiden minuutin ajan, mitd seuraa
nopea neutralointi n. pH 7,4:88n on riittdvd antamaan halut-
tu aines. Jos kdytetddn vaihtoehtoista dissosioimismenetel-
mdd, saattaa olla tarpeen myShemmin kdsitelld ainesta saa-
maan aikaan immunoglobuliinin haluttu yhteenkasautuminen;
jos kuitenkin kdytetddn happokdsittelyd, tapahtuu yhteenka-
sautuminen pddasiallisesti samanaikaisesti k&sittelyn aikana.

Tamdn keksinnodn yhtend lisdkohtana esitetddn erilaisia
komplekseja immunoglobuliinien ja proteiinin A vdlilld. Ndamd
kompleksit voivat olla komplekseja proteiinin A ja immuno-
globuliinin v&1illi joko normaali~isdnnistid tai isdnnisti,
joilla on kasvain. Nditd komplekseja valmistetaan vksinker-
taisimmin sekoittamalla proteiinia A seerumin kanssa, joka
on valittu ihmis- tai eld@inisdnndstd, joka on normaali tai
jolla on kasvain, mutta ndmd voidaan valmistaa myds viemdlld
seerumi pylvdan Iépi, jonka kiintofaasiin on kiinnitetty pro-
teiinia A tai Staphylococcus'ta, jolla on proteiinia A. Li-
Séksi nditd komplekseja voidaan valmistaa yhdistdmdlld pro-
teiini A puhdistettujen IgG-valmisteiden kanssa, jotka on
saatu isdntien, jotka ovat normaaleja tai joilla on kasvain,
seerumista. Nditd puhdistettuja immunoglobuliinivalmisteita
saadaan (esimerkiksi) Cohn-fraktionoinnilla, sdhk&foreesilla
tai muilla menetelmilld, joista tdssd esityksessd on puhe
tai jotka ovat alaan perehtyneen tuntemia.

Nditd proteiini A-immunoglobuliinikomplekseija voidaan
valmistaa laajalta alueelta proteiinia A/immunoglobuliini-

tehokkaita suhteita, jolloin ainoana arvosteluperusteena on,
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ettd kompleksi on tehokas kasvainten hoidossa. Nimd éuhteet
voivat olla proteiini A/globuliinisuhteesta 1:1 000 suhtee-
seen proteiini A/globuliini = 1:2 asti. Suhteiden n. vdlilti
1-100 on havaittu olevan erityisen tehokkaita. Nditid komplek-
seja saadaan tavanomaisesti saostamalla, kuten alalla on ‘
tunnettua. Erds kdyttdkelpoinen saostusmenetelmd on kdyttid
sellaisia aineksia, jotka ovat alaan perehtyneiden tuntemia.
Namd immunoglobuliinit voisivat tietenkin olla monoklooni-
sia vasta-aineita, jotka on kehitetty hiirissid tai muissa
eldimissd, tdsmdlleen sille kasvaimelle, joka isdnnidlld on
tai saman lajin kasvaimelle saman eldinlajin muissa yksi-
1oissa.

Tdmdn keksinndn muita kohteita ovat seuraavat tuot-
teet, jotka ovat kdyttdkelpoisia hoidettaessa isintid, joil-
la on sydpa: |

Tuote 1: Kasvaimeen liittyvd immunoglobuliinivalmis-
te, jolla on kasvainmyrkyllisyyttd tehostava vaikutus ja jo-
ka on perdisin isdnndn, joka on normaali tai jolla on kas-
vain, plasmasta, joka valmiste koostuu vallitsevasti IgG:std
ja IgM:std ja jolla kasvaimeen liittyvien vasta-aineiden
tiitterit ovat vdhintddn kaksi kertaa samasta isdnndstd saa-
dun EIE:n tiitteri ja Clg-sitoutuminen jakeisiin, jotka
sedimentoituvat 7S:n takana sakkarocsi-tiheysgradientti-ana-
lyysissd. Kdsitteelld "kasvaimeen liittyvd" tarkoitetaan
immunoglobuliineja, Jjotka reagoivat antigeenin kanssa, joka
on suhteissa tai liittynyt kasvaimeen, mutta jota loytyy
myds muissa normaaleissa kehon kudoksissa. Tdlld hetkella
on tunnettua, ettd ndmd kasvaimeen liittyvat immunoglobu—.
liinit ovat kédyttdkelpoisia kasvainten loyt&miseen tai hoi-
toon, silloinkin vaikka ne eivdt ole t&ysin spesifisid pel-
kdstddn tdlle kasvaimelle., Tdmd kasvaimeen liittyvd immuno-
globuliinivalmiste voidaan tavanomaisesti valmistaa rikaste-
tusta immunoglobuliini-poistovirtauksesta (EIE), joka on saa-
tu ko. is&nndn plasman pakkovirtaus-sidhkdforeesista altista~
malla plasma joko olennaiselle pH:n nostamiselle tai olennai-

gselle pH:n alentamiselle verrattuna normaalin plasman pH:hon

~riittdvin dissosioimisjakson ajaksi, kuten tissd patentti-
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hakemuksessa muualla on yksityiskohtaisesti selostettu.
Ndin valmistetulla aineksella, kun sitd verrataan kdsitte-
lemdttémdédn EIE:hen, on alentuneet IgG:n, IgM:n ja immuuni-
kompleksien tasot, mutta kasvaneet kasvaimiin liittyvien
vasta-aineiden tiitterit ja lisd&dntyneet Clg-sitoutuminen
raskaasti sedimentoituvissa jakeissa.

Tuote 2: Kasvailmeen 1liittyvd immunoglobuliinivalmis-
te, jolla on kasvainmyrkyllisyyttd tehostava vaikutus ja Jjo-
ka on perdisin isdnnidn, joka on normaali tai jolla on kas-
vain, plasmasta, joka valmiste koostuu IgG:std ja pilenistd
mééristé IgA:ta ja Joka on pddasiallisesti vapaa IgM:std
Jja komplementista ja jonka kasvaimeen liittyvdn vasta-aineen
tiitteri on vahint&d&dn 1,5 kertaa ko. isdnnidn Cohn-gammaglo-
buliinijakeen tiitteri ja joka osoittaa lisddntynyttd Clg:ta
IgG:ta jakeissa, jotka sedimentoituvat 7S:n takana sakka-
roosi-tiheysgradientti-analyysissd ja jolla on minimaalinen
anti-komplementaarinen aktiivisuus. Kun tidtd valmistetta
annetaan isdnnille, joilla on kasvaimia ja erityisesti kas-
vaimia, jotka ovat samaa histologista tyyppid kuin kasvain
isdnnidssd, josta vasta-aine on p-rdisin, valmiste aiheuttaa
kasvainmyrkyllisen reaktion. On ymmirrettdvda, ettd kisite
"kasvainmyrkyllinen reaktio", kuten sitd tédssd kdytetddn,
tarkoittaa, ettd puheena oleva aines edistdd tai auttaa kas-
vainsolujen tappamisessa. Erds menetelmd tdmdn tuotteen 2
valmistamiseksi on saada gammaglobuliinijae ihmisen tai elai-
men plasmasta Cohn-fraktionoinnilla tai jollakin sen tunne-
tuista muunnoksista. XKun tdmd aines on saatu, sitd kdsitel-
133n kuten edelld kuvattiin, jollakin dissosioimismenetelmdl-
m&, kuten happameksi tekemiselld, mitd seuraa nopea neutra-
lointi. Verrattuna kdsittelemdttdmddn gammaglobuliini-Cohn-
jakeeseen, on tdssd selostetulla kasvaimeen liittyvdlld im-
muncglobuliinivalmisteella alemmat IgG- ja IgA-tasot, li-
sddntynyt Clg-Sitoutuminen raskaasti sedimentoituviin jakei-
siin, kohonneet kasvaimeen liittyvdn vasta-aineen tasot ja

pienempi anti-komplementaarinen aktiivisuus.
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Tuote 3: Proteiini A-IgG-valmiste, jolla on seuraavat
omilnaisuudet:

(a) Se koostuu vallitsevasti IgG:n raskaista ja ke-
veistd ketjuista ja proteiini A:sta polyakryyliamidigeeli-.
sdhkodforeesilla;

(b) se tunnistetaan jakeissa, jotka sedimentoituvat
75:n takana sakkaroosi-tiheysgradientilla kasvavalla Clg-
sitoutumisaktiivisuudella;

(c) se dissosioituu pienempimolekyylipainoisiksi Clg-
sitoviksi osasiksi happamissa olosuhteissa;

(d) se on sakkautettavissa 5-%:isella polyetyleeni-
glykolilla;

(e) s1lld on anti-komplementaarinen aktiivisuus;

(f) se estd& Fc:std riippuvan imusoluruusukkeen muo-
dostumisen;

(g) se saa neutrofiilit vapauttamaan myeloperoksidaa-
sia, katepsiineja ja superoksidianioneja;

(h) se aiheuttaa koiran erytrosyyttien agglutinaation;

(i) se aiheuttaa ei-spesifisen komplementin loppuun-
kulumisen;

(7} sitd kehitetddn normaalissa ja kasvainta sisdlta-
vdssd seerumissa perfuusion jdlkeen proteiini A-kollodium-
hiili-pylvdiden l&dpi komplementista riippumattomalla meka-
nismilla eikd sitd ole ldsnd esikdsittelyseerumissa.

Jos spesifistd vasta-ainetta sisdltdvdi seerumia va-
lutetaan proteiini A-kollodiumhiilen 1l&pi, sdilyttdvat pro-
teiini A-IgG-kompleksit perfuusion jikeisessid seerumissa
edelld esitetyt ominaisuudet (a) - {j), mutta saavat ainut-
laatuiset seuraavassa esitetyt ominaisuudet:

N&dilld valmisteilla on havaittu olevan kasvaimeen
liittyvd vasta-aine-aktiivisuus PEG:1lla sakkautuvassa Jjakees-
sa. Kun proteiini-IgG-valmistetta infusoidaan is&dntddn, jol-
la on kasvain, kasvainmyrkyllisesti tehokkaassa pitoisuudes-
sa, havaitaan kasvainmyrkyllisid reaktioita ja kasvaimen ta-
kautumista. Spesifisid vasta-aineita PEG:11d sakkautuvassa

jakeessa on 1lOydetty koirien, Jjotka on immunoitu ihmisen

rintasydpd (MCF-7):114 ja ihmisen erytrosyyteilld, seerumeissa.
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TAtd jalkimmdlstd koetta kdytetidn mallijfirjestelmédnd

vasta-ainereaktioiden tutkimiseksi, silloinkin vaikka kily-

“tetty antigeeni ei ole kasvain—antigeeni.
o}

On havaittu, cettd proteiini A-TIgC konljugaattien
valmistuksessa kdytetty proteiini A sisdltdid stafvliokoxki-
enterotoksiineja. Sucritettaessa kliinisissd kokeissa kédy~
tetylle protelini A-erdlle natriumdokekyylisulfaatti-polak-
ryyliamidigeelielektroforeesianalyysi {SDS-PACE) havaittiin
proteiini A-vydhykkeen lisdksi kaksi muuta erillistd vyd-
hykettd, jotka vastasivat molekyylipainoja 22 000 ja 28 000.
Toinen ndistd vydhykkeistd kidyttdytyi elektroforeettisesti
samalla tavalla kuin stafylokokkienterotoksiini A. SDS-
radio-PAGE vahvisti kahden piikin ldsndolon kohdissa,
djotka vastasivat molekyylipainoja noin 22 000 ja 28 000.
Tadmédn jdlkeen aletti;n systemaattisesti hakea enterotok-
siineja Pharmacian proteiini A-valmisteista, ja kehitet—
tiin kompetetiiviseen inhibitioon perustuvia radioimmuno-
testejd enterotoksiinien A, B, C, E ja F (toksinen shokki~
tekijd) mddrittamiseen. Lisdksi mitogeenisten mddritysten .
avulla k&yttden kohteina ihmisen perifeerisen veren lymfo-
syyttejd testattiin kokonaisproteiini A:n sekd useiden
proteiini A:n preparaattien kromatografisesti exotettujen
fraktioiden aktiivisuus. Viidessd testatussa proteiini A-
ndytteessd havaittiin huomattavia mdsrid kaikkia mainittu-
ja viittd enterotoksiinia, joiden m&drad oli korkeintaan
2 % kckonaisproteiinimddridstd. N&md preparaatit indusoi-
vat Cl4:n ja tritioidun tymidiinin kiinnittymistd ihmisen
perifeerisen veren lymfosyyteissd. Ta&médn aktiivisuuden
havaittiin esiintyvén kokonaisproteiini A:n preparaattien
HPLC-fraktioissa, jotka vastasivat molekyylipainoja
10 000 - 40 000, mutta ei puhtaan proteiini A:n piikissa.
Neljidssd niissid valmisteissa mitogeeninen aktiivisuus
esiintyi pddasiassa molekyylipainoalueella 20 000 -

30 000 (enterotoksiinien molekyylipainospektri).
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Tucote 4: Kasvaimeen liittyvd immunoglobuliinivalmis-
te; jolla on kasvainmyrkkyllinen aktiivisuus ja joka on perdi-
gin isdnnidn, jolla on kasvain, plasmasta ja joka keoostuu
vallitsevasti IgC:std ja IgM:std ja jonka kasvaimeen liitty-
vien vasta-ailneiden tiitterit ovat vdhintddn kaksinkertaiset
isdnndstd saadun seerumin tiittereihin ndhden, lisddntynyt
Clg-sitoutuminen jakeissa, jotka sedimentoituvat 7S:n taka-
na sakkaroosi-tiheysgradientti-analyysissd, lisdvs ontelo-
tilavuudessa ja vdhennys sen sisdltédmissd fraktioproteii-
neissa Sephadex G-200:11la verrattuna ko. seerumiin. Té&mi
valmistetaan isdntien, joilla on kasvain, seerumeista altis-
tamalla ndm& joko olennailsille pH:n lis&yksille tai alennuk-
sille verrattuna normaaliin plasmaan tehokkaan dissosioitu-
misjakson ajaksi.

Verrattuna kdsittelemdttdmidin seerumiin kasvain-—im-
muuniplasmalla on kasvaimiin liittyvien vasta-aineiden kas-
vaneet tiitterit, lisdidntynyt Clg-sitoutuminen raskaasti
sedimentoituviin jakeisiin ja lisddntyneet proteiinitasot
kromatografiointi C-200-ontelotilavuudessa ja dlentuneet
sisdilytettyjen jakeiden tasot. 4

Tuote 5: Tsymosan-aktivoitu plasma

(a) Vvalmistettu inkubcimalla tsymosania normaalin tai
kasvainta sisdltdvédn seerumin kanssa, joka el sisdlld tsy-
mosania, joka kehittidi direis-vasodilataation .in vivo vaiku-
tuksia ja kouristusta aiheuttavia vaikutuksia yhtdpitdvdasti
komplemenettisivutuotteiden aktiivisuuden kanssa.

Keksinndn muita aspekteja ja kohteita ovat menetel-
mdt ndiden edelld esitettyjen sydvdn hoitoon kdyttdkelpois-
ten uusien tuotteiden kehittdmistd ja eristdmistd varten.
Nditd ovat tuotteelle 1 isdntien, joilla on kasvain, rikas-
tetun immunoglobuliinijakeen (EIE) kokoaminen pakkovirtaus-
sdhkdforeesista, joka jae sitten tehd&d&n happameksi tai
emdksiseksi, tuotteelle 2 kasvain-imuunigammaglobuliini-

valmiste, joka on valmistettu tekemdlld happameksi Cohn-
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Keksinnén muita ja lisdaspekteja, tavoitteita, piir-
teitd ja etuja annetaan ldpi tdmdn selityksen ja patentti-
vaatimusten.

Kuvio 1 on virtauskaavio, joka kuvaa pakkovirtaus-
sdhk&foreesia, joka on kayttdkelpoinen valmistettaessa ri-
kastettu immunoglobuliinipoistovirtaus (EIE).

Kuvio 2 on suurennettu osakuva pakkovirtaus-sdhkéfo-
reesikennosta.

Kuvio 3 on graafinen esitys, joka kuvaa Clg:n sitou-
tumista sakkarocosi-tiheysgradientti-jakeisiin kasvainten
sisdltdvien seerumien happokdsittelyn jdlkeen.

Kuvio 4 on valokuva Coomassie Blue:lla vdrjdtystd
eristetyn suurmolekyylipainoisen perfuusion jdlkeisen koira-
IgG:n Page-profiilista.

Kuvio 5 on valokuva Coomassie Blue:lla vdrjatysta
perfuusion jdlkeisestd seerumista saadun proteiini A-eris-
teen Page-profiilista.

Tdmd keksintd k8sittdd uusia tuotteita, niiden val-
mistamisen ja menetelmid syovdn, kuten imukudoskasvainten
ja kiinteiden kasvainten hoitoon, joilla menetelmilld saadaan
aikaan merkitsevdd kasvainten vdhentymistid.

Edullinen suoritusmuoto: Tuote 1

Pakkovirtaus-sdhk&foreesi (FFE) ja rikastettu immuno-
globuliinipoistovirtaus (EIE)

Tuote 1 voidaan valmistaa pakkovirtaus-sdhkoforeesil-
la, mitd seuraa happameksi tekeminen ja emidksiseksi tekemi-
nen tai muu dissosioiva menetelmd. Viitaten kuvioon 1, sisdl-
tdd pakkovirtaus-sdhk&foreesi-kennopakka 8 muoviset pddty-
levyt 10, jotka pitdvdt koossa sarjan vdlikkeitd 12 (kuvio 2)
ja siind on laitteet veren ja puskurin kierrdttdmistd var-
ten sekd myds kytkimet 14 tasavirran sydttdmistd varten (ei
nay kuvidssa). Yhdensuuntaiset membraanit 16, joita vdlikkeet
12 pitdvdat paikoillaan, muodostavat sarjan kapeita kanavia,
joiden poikki sdhkokenttd aikaansaadaan. Osastoja on neljda
eri tyyppild: kaksi onteloa 18 pddtylevyissd 10 sisdaltavdt
platinaelektrodit (eivdt ndy ku&iossa) ja pitdvdat ulkopuo-

lisen puskurikierron kd&ynnissd: lisdkanava pitd&d sisdisen
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puskurin kierron kaynnisséd; lisdkanava sisdltdd virtaavan
veren, plasman tai seerumit ja on erotettu globuliinin ulos-
tulosta membraanien tai suodattimien 16 avulla. Kdytetyt
membraanit 16 ovat Visking regeneroituja selluloosamembraa-
neja, jotka ovat ominaisuuksiltaan analogisia Cuprophan- ‘
membraanien kanssa, joilta kdytetddn keinomunuaistydssd, mut-
ta ovat mekaanisesti kestdvdmpid. Fraktionointiin kdytettiin
pienhuokoisia suodattimia, joiden huokoisuus oli 3,0 ja 0,45
mikronia. Kaikki negatiivisesti varatut veren aineosat kul-
keutuvat sdhkoéforeettisesti mihin tahansa suuntaan vastavir-
taan nestevirtaukselle. Ndiden kahden vektorin tasapainoc
mddrdd fraktionoinnin laadun. Poistetun jakeen puhtaus riip-
puu suuresti globuliinijakeen suodatusnopeudesta ja sydtetys-
td jadnnitteestd. Tavallisesti halutaan gammaglobuliinin no-
pein mahdollinen poistuminen ja tdstd on seurauksena saastu-
minen muilla plasmaproteiineilla. Ellei j&nnitettd sydtetd
ollenkaan, ei hienohuokoisen suodattimen l&pi tapahdu plas-
maproteiinien suotautumista. Kaikissa kokeissa kidytettiin
kennokokoonpanoa, jossa oli neljd verivdlikettd, jolloin
virtaus olil yhdensuuntainen. Jokaisen vdlikkeen tehokas pin=-
ta-ala on 500 cm2. Sisdisen puskurin vdlikkeet ovat ruisku-
puristettuja Ja niissd on eslintydntyvat rivoitetut raken-
teet, jotka puristavat plasman syottdvdlikkeet keskimddrdai-
seen n. 0,030 tuuman plasmakalVon paksuuteen rajoittaen si-
ten laitteen kokonailsplasmatilavuuden n. 200-250 ml:ksi.
Vexar-suojaus estdd membraanien sortumisen globuliinin ulos-—
tulo-osastossa. Paineen plasmakomponenteissa on oltava suu-
rempi kuin minkddn muun kanavan paine. 6-8 voltin/cm janni-
tegradientti antaa virran tiheydeksi 0,02 - 0,4 A/cmz. Plas-
mavirtaus pidetddn 15-20 ml:ssa/vdlike, samalla kun sisdi-
nen verivirta on n. viisi kertaa suurempi. Gammaglobuliinin
poistonopeus vaihtelee 1,5 ja 2,5 ml:n vdlilld vdliketta
kohti.

Kuvio 1 on pakkovirtaus-sdhkdforeesikennon virtaus-—
kaavio, joka wvalaisee laitteen toimintaa. Plasmaerotin 20,
joka on jotakin tavanomaista tai edullista tyyppid, on joh-

dolla 22 yhdistetty ilmaloukkusuodattimen 24 kautta
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kennopakkaan 8. Ulkcpuolista puskuria pumpataan pumpulla 26
ulkopuolisesta puskurisdilidstd 28 kennoon 8 ja jdlleen ta-
kaisin, kuten yhdysviivojen nuolilla on osoitettu. Sisdpuo-
lista puskuria pumpataan pumpulla 30 sisdpuolisen puskurin
sdilidstd 32 kennoon 8 ja takaisin, kuten vhdysviivojen nué—
lilla on osoitettu. Ulkopuolinen puskurin ylijuoksujohto 34
on jédrjestetty palauttamaan ylijuossut sisdinen puskuri si-
sdisen puskurin sd11166n 32.

Kennosta 8 kootaan rikastunut EIE johtoon 36 ja pum-
pataan sdilidon 39 pumpulla 40. Plasma palautetaan kennosta 8

johdossa 42 ja pumpulla 44 ja esikuumennetaan plasman esikuu-

‘mentimessa 46.

Tdmdn laitteen kdyttd koiralla, jolla on itsesyntyi-
nen sydpd, tapahtuu seuraavasti: valtimo ja laskimo kanyloi-
daan katetreilla tai neuloilla ja tdysverta pumpataan Jjat-
kuvan virtauksen alaiseen plasma/solu-erottimeen. Tdssd
tdysveri jaetaan muodostuneiksi elementeiksi ja plasmaksi
plasma/solu-erottimella 20. Plasma pumpataan sitten FFE-ken-
noon 8 nopeudella 5-15 ml/minuutti. FFE-kennossa 8 plasma
altistetaan sdhkdvirralle, kuten edelld selostettiin ja EIE
kerdtddn sdilidon 38. FFE-kennosta 8 poistuva plasma yhdis-
tetddn sitten jdlleen muodostettujen elementtien kanssa (ei
ndy kuviossa) ja viedddn takaisin isdntididn. Erddssd rutiini-
kdsittelyssd n. litran laskettu verimddrd viedddn tdmdn lait-
teen l1ldpi virtausnopeudella 10-15 ml/min ja EIE:td kerdtddn
n. 40 ml/lb koiran painoa.

FFE:std kerdtty EIE saatetaan sitten seuraavaan bio-
kemialliseen prosessiin: EIE:n pH titrataan 3,0:aan 10 N

HCl:114, annetaan seistd viisi minuuttia ja neutraloidaan

'sitten nopeasti 7,4:44n 1isdimillid pisaroittain 10 N NaOH.

Kaikki kehittyvd sakka poistetaan nopeasti linkoamalla
1500 X g:ssd 30 minuuttia 4°C:ssa. EIE vied#in sitten 0,45
ja 5 mikronin laskostetun membraanisuodattimen ldpi Jja palau-
tetaan sitten laskimonsisdisesti isdntdd@n virtausnopeudella
2 ml/minuutti.
Hapolla kdsittelyn ja neutraloinnin jdlkeen EIE

osoittaa merkittdvdd lisdystd kasvaimeen liittyvissd vasta-
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aineissa mitattuna epdsuoralla immunogluoresenssillid kdyttden
koiran omaa kasvainta substraattina. Tulokset tdstd kdsit-
telystd on esitetty taulukossa IA. EIE:n biockemiallinen Jluon-
nehdinta happameksi tekemisen jdlkeen osoittaa IgG:n, IgM:n
ja immuunikompleksien tasojen alentumista mitattuna laser-—
sameuden mittauksella (93) verrattuna ndytteisiin, joita ei
ole tehty happameksi (taulukko IB). Lisdksi, kun kdsittele-
mattdmid ja happameksi tehtyjd ndytteitd saatetaan sakkaroo-
si-tiheysgradientti-fraktioinointiin ja eri jakeet analysoi-
daan Clg—~sitomisen suhteen, ilmestyy kohonneita Clg-sitou-
tumistasoja happameksi tehtyihin n8ytteisiin verrattuna ka-
sittelemdttdmiddn EIE:hen jakeissa, jotka sedimentoituvat
75-merkitsijan takana.

Taulukko IA

Kasvaimeen liittyvidt vasta-aineet EIE:ssd, joka on

saatu pakkovirtaus-s&hk&foreesista*

Koiran imukudoskasvain-EIE

Koira nro Sairaus Kdsittelemdtdn Hapolla kdsitelty
ETE ‘ EIE
1 imukudoskasvain 20 000G 100 000
2 imukudoskasvain 10 000 130 000
3 imukudoskasvain 20 000 120 000

*Luvut edustavat loppupisteen laimennuksia, Jjotka antoivat
positiivisen fluoresenssin koiran omaa kasvainsubstraattia
vastaan. Reaktiot kdsittelemdttOmdssd ja kdsitellyssa seeru-
missa koiran hemangiosarkoomaa vastaan substraattina olivat
vdliltd 1:10 - 1:50. Edelld mainitut reaktiot laimennettiin
1:50:een inkubointia edeltdvdlld konjugoimattomalla vuohi-
anti-koira-IgG:114 ennen fluoreseiinillid merkityn vuohi-anti-
koira-IgG:n lisddmistd.

Taulukko IB

FFE:std saadun poistovirtauksen happameksi tekemisen
vaikutukset
Koiran immuunireaktantit
IgG IgM Immuunikompleksit
EIE nro (mg/dl) (mg/dl) (/ug Eq/ml)
Ennen Jidlkeen Ennen Jidlkeen Ennen Jdlkeen
1 64,0 30,2 73,6 71,9 10,8 1,8

(Immuunireaktantit mitattu laser-sameuden mittauksella)
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FFE:n ja EIE:n (hapotetun) kdyttd itsesyntyisen koi-

ran imukudoskasvaimen_hoidossa {menetelmd 1, taulukko XIII)

Suurmorfologiset muutokset ja myrkyllisyys kdsitte-

lyjen jdlkeen

Kaikissa testatuissa koirissa, neljdssd tunnissa seﬁ
Jjdlkeen kun yksinkertainen plasmamddrd oli viety pakkovir-
taus-sdhkoforeesilaitteen 1l&dpi ja koottu n. 400 ml poisto-
virtausta, kasvainmassat ldmpenivdt ja turposivat. 12 tun-
tia myShemmin infusoitiin hapotettua EIE:td (10 ml/kg) plus
proteiini (A):ta (8 /ug/lb). Neljdssd tunnissa imusolmukkeet
tulivat vieldkin ylildmpSisemmiksi ja turvonneiksi. 48 tun-
tia myShemmin eldimille annettiin L-asparaginaasia ja syklo-
fosfamidia. Seuraavina pdivind havaitut kasvaintakautumat
saavuttivat tasoja, jotka olivat 66-95 % alle tasojen ennen
perfuusiota ja ne kestivat 15 paivdstd viiteen kuukauteen
keskiarvon ollessa 45 pdivdd. Koirissa, joita oli ké&sitelty
FFE:113 ja joille oli annettu hapotettua EIE:td plus proteii-
ni A:ta, oli 20-35 %:n takautumat, Jjotka kestivdt keskimdd-
rin 6~-8 pdivdd. Eldinten, jotka saivat pelkdstddn L-aspara-
ginaasia ja syklofosfamidia, takautumiset olivat 18-25 % ja
ne kestivdt vain 8-10 paividd. Koirilla, jotka saivat pelkds-
tddn proteiinia A, ei esiintynyt merkittidvdd takautumista.
Siten kasvainta tappava vaste o0li olennaisesti suurempi
niille eldimille, jotka saivat koko hoidon, wverrattuna pel-
kdstddn immunoterapeuttiseen tai kemoterapeuttiseen ohjel-
maan. Tulokset on esitetty taulukossa II.

Kaikissa koirissa havaittiin 103-107°C:n limpdtilan
nousuja pian sdhkoforeesikdsittelyn jdlkeen, jotka nousut
yleensd palautuivat kuudessa tunnissa perfuusion jadlkeen.
Kuumeisten jaksojen aikana otetun veren viljelyt neljasta
koirasta eivdt osoittaneet bakteerikaswvua.

Mikroskooppiset muutckset eri vdliajoin FFE:n, EIE:n

(hapotetun) ja kemoterapian jdlkeen

Koepaloja otettiin kaikista eldimistd eri vdliajoin
kdsittelyn jdlkeen. Koepaloissa, Jjotka olivat otettu koiris-
ta kdsittelyn jdlkeen FFE:114 ajankohtana, jolloin imusol-

mukkeet olivat turvonneet, esiintyi ndyttdd tumien tiivis-
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tymisestd, socluliman jyviistymisestd ja solujen vidlisten ti-
lojen laajentumisesta. Tulehdukselliset solut eivat olleet
silmiinpistdvid ndissd ndytteissd tdnd ajankohtana. Koekap-
paleet, jotka oli saatu hapotetun EIE:n ja proteiini A:n an-
tamisen jdlkeen, osoittivat korostuneempia muutoksia kas-
vaimissa, mistd esimerkkeind soluliman pullistuminen, solu-
limasisdllon liikal&dpikuultavuus, kromatiinin ja tumajyvds-
ten paakkuuntuminen soclujen vdlisten tilojen samalla samen-—
tuessa, loyddkset, jotka viittaavat ldhes tappaviin ja kuo-
lettaviin muutoksiin kasvainsoluissa. Tulehduksellista solun
tiivistymistd esiintyi vdhdisesti. Koepaloissa, jotka oli
otettu n. seitsemdn pdivdd kdsittelyn alkamisen jdlkeen,
havaittiin ndyttdd laajasta kuolleisuudesta pahanlaatuisissa
imusolmukkeissa, todistuksin kasvainsolujen varjoista ja pe-
sdketiivistymisesti neutrofiilien vaikutuksesta.

Kasvaimiin liittyvdt vasta-aineet, C'3 ja immunoglo-

buliinitasot kdsittelyn jdlkeen

Ennen kédsittelyd kasvaimiin liittyvid vasta-aineita
el joko voitu havaita tai ne olivat havaittavissa ainoastaan
isdntien, joilla oli sydpd, seerumeissa. 12 tuntia kdsitte-
lystd pakkovirtaus-sdhkdforeesilla kasvaimiin liittyvat
vasta-aineet olivat lisdantyneet mitattuna immunofluoresen-
£illd. Tdat& el ilmaistu edelleen lukuina, koska eldimille
annettiin passiivisesti EIE:td, Jjoka sisdlsi kasvaimiin
liittyvia vasta-aineita. Seerumin C3- ja IgG-tasot laskivat
12 tuntia pakkovirtauss&hkdvoreesikdsittelyn jdlkeen kaikis-
sa testatuissa koirissa, mutta palautuivat takaisin esikd-
sittelyarvojen yldpuolelle seuraavan 48 tunnin aikana. Immu-
noglobuliini~-M-tasot eivdt muuttuneet merkittiavdasti.

Hematologiset ja serologiset muutokset

Valkoverisolujen arviointi, verihiutaleluvut ja veri-
solujen tilavuusarvot eivat osoittaneet merkittdvida muutok-
sia ndissd parametreissd ennen ja jdlkeen 4-pdivdisen hoito-
ohjelman. Lisdksi seerumin natriumissa, kaliumissa, klori-
dissa, kalsiumissa, fosforissa, SGPT:ssa, SGOT:ssa, BUN:ssa
tal kreatiniinissa ei esiintynyt merkittdvid muutoksia ka-

sittelyn j&alkeen.
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Edullinen suoritusmuoto: Tuote 2

Kasvain-immunoglobuliini-valmiste

Tuote 2 (Kasvain-immunoglobuliini-valmiste) on sopiva
laskimonsisdistd kdyttdd varten ja voidaan valmistaa isdn-
tien, joilla on kasvain, seerumeista modifioimalla menetel-
mid, jotka aikaisemmin ovat kuvanneet Cohn, et al. (94) sekd
Kistler ja Nitschann (95). Menetelmd on esitetty kaavamai-
segsa muodossa taulukossa IIT.

Plasman fraktiointimenetelmd esitetididn seuraavasti:
Plasmalidhde

Plasma oli perdisin ihmispotilaiden ddreistdysveres-
td. Saatiin n. 500 ml happameen sitraattidekstroosiin kerdt-
tyd plasmaa ja se selkeytettiin linkoamalla nopeudella
2 600 g 20 minuuttia 0°C:ssa.

Sakan 1 valmistus:

Selkeytetyn plasman pH mddritetddn ja asetetaan
7,2:een, jos on tarpeen, lisddmdlld 0,8 M natriumasetaatti
pH 4,0 puskuria pitden ldmpdtila 0°C:ssa.

46 ml kylmdd 95-%:ista etanolia lisdtddn hitaasti sel-
keytettyyn plasmaan etanolin loppupitoisuuden 8 % saavutta-
miseksi. Suspensiota jééhdytetéén lisiimisen aikana 0°C:n
lampdtilan saavuttamisekéi. Ndakyvd sakka, joka koostuu suu-
rimmaksi osaksi fibrinogeenistd, poistetaan linkocamalla

2 600 g:ssd 20 minuuttia 0-4°C:ssa. Poistettua tahnaa nimi-

tetdidn sakaksi 1.
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Taulukko III

29

Menetelmé& anti-kasvain-IgG:n valmistamiseksi

Plasma

Asetetaan OOC:ssa pH 7,2:een 0,8 M
NaCpH403:11a. Lisdtdan CH3CHoOH
8 %:ksi kdyttden 95-%:ista CH3CH,OH

Pdalld oleva neste 1

Lingotaan 6000 g:ssi
25 min 0°C:ssa

PE3114 oleva neste 2

Lingotaan 2000 g:ssa
25 min 09C:ssa

Sakka 1 ({(Fibrinogeeni)

Asetetaan -5°C:ssa pH 5,8:aan 0,8 M
NaCpH30p:11la. Lisdtdan CH;CH)OH
19 %:ksi kdyttden 95-%:ista

Sakka 2

Suspendoidaan 10 ml:aan jddvettid/g sakkaa.

Asetetaan pH 4,8:aan puskurilla A.
Lisdtddn puskuria B ionividkevyyden asct-
tamiseksi seuraavassa suhteessa.

4,85 ml B:td/g sakkaa miinus pH:n asetta-
miseksi lis&tty mddrd puskuria A.
Asetetaan pH 5,1:een puskurilla C.
Lisdtddn puskuria D ionivdkevyyden aset-
tamiseksi seuraavassa suhteessa.

4,9 ml D:td/g sakkaa miinus pH:n asetuk-
seen kdytetty maard puskuria C.
Laimennetaan 19,5 ml:ksi/g sakkaa (ko-
konaistilavuus) jddvedella.

Lisdtddn CH3CHoOH 12 %:ksi kéyttden
95-%:ista CH3CHpOH.

Kokonaisionividkevyys -0,01, pidetdén
0%C:ssa 30 min.

P4dalld oleva neste 3

Lingotaan 14 000 g:ss3d 25 min 09:ssa

Sakka 3

Nostetaan ionivdkevyys 0,04:8&n NaCl:114.

Asetetaan pH 7,2:een 1 N NaCOH:lla -7°C:ssa

Lis&tadn CH;CHpOH 25 %:ksi kdyttden 95-%:ista CH3CHpOH.
Sekoitetaan 30 min -7°C:ssa.

Lingotaan 15 000 g:ssa

30 min -79C:ssa

P33114 oleva neste 4

Sakka 4

-y-globuliini

Suspendoidaan uudelleen PBS:&an.
Tehddan 0,3 M:ksi glysiinissd. Asete-
taan pH 2,5:een 0,1 N HCl:1la.’
Inkuboidaan huoneen ldmpdtilassa 5 min.

Suodatetaan - tiputetaan laskimonsisdi-
sesti 5 ml/min (suodatus 20 mikronin
"High Capacity Transfusion Filter"
-suodattimella)

Neutraloidaan pH 7,3:een 0,1 N NaOH:1la.
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Sakan 2 wvalmistus

2 ml:n tasaosa sakan 1 pddllid olevaa nestetti titra-
taan pH 5,8:aan 0,8 M natriumasetaatilla, pH 4,0, natriumase-
taatti-puskurimddrdn médrittdmiseksi, joka tarvitaan anta-
maan pH 5,8 pddlld olevan nesteen suspensioon. Kokonaissus-
pensio asetetaan sitten pH 5,8:aan samalla puskurilla.

N. 72 ml kylmi4 95-%:ista etanolia lisidtdin suspen-
sioon, jonka pH on 5,8, antamaan etanolin loppupitoisuudeksi
19 %. Suspensio jddhdytetddn lisddmisen aikana -5°C:seen.
Suspensiota sekoitetaan heikosti 30 minuuttia, mitd seuraa
etanolilisdyksen loppuunsuorittaminen ja liuoksen pH pide-
tddn 5,8:ssa. Suspensiota lingotaan 6000 X g:ssi 25 minuut-
tia 0°C:ssa.

Pasta korjataan sentrifugimaljoista ja punnitaan. T&-
md pasta nimetddn sakaksi 2.

Sakan pddlld olevan nesteen 3 valmistus

Sakkapasta 2 suspendoidaan uudelleen 10 ml:aan jddvet-
td grammaa kohti sakkaa. N. 25 %:n vedestd tulisi olla hie-
nojen jddkiteiden muodossa. Tdmdn suspension annetaan tulla
aivan tasaiseksi. Suspension pH asetetaan 4,8:aan lisddmalli
pH 4,0-puskuria, Jjoka koostuu 1 tilavuusosasta O,OBIANaZHPO
ja 6 tilavuusosasta 0,05 M etikkahappoa (puskuri A). Ioni-

4

vikevyyttd nostetaan sitten 1isdd&mdlld pH 4,8-puskuria, Jjoka
koostuu yhdestd tilavuusosasta 0,05 M etikkahappoa (puskuri
B) . Tdméan puskurin tarvittava md&drd on 4,85 ml grammaa kohti
sakkaa 2 miinus pH 4,0 puskuri A:n, joka lisdttiin aikaisem-
min pH-asetusta varten, tilavuus.

Fraktionointia varten suspension pH nostetaan sitten
pH 5,1:een lisd&mdlla pH 6,2-puskuria, joka koostuu 1 tila-
vuusosasta 0,05 M NaZHPO4 ja 0,833 tilavuusosasta 0,05 M
etikkahappoa (puskuri C). Ionivdkevyys asetetaan sitten uu-
delleen lisddmédlld pH 5, t-puskuria, joka koostuu 1 tilavuus-
osasta 0,05 M Na,HPO, ja 1,25 tilavuusosasta 0,05 M etikka-
happoa (puskuri D). Puskurin D tarvittava mddrd on 4,9 ml
grammaa kohti sakkaa 2 miinus pH-asetukseen kdytetyn pusku-
rin C tilavuus. Lopuksi suspensio laimennetaan 19,5 ml:n

kokonaistilavuuteen grammaa kohti sakkaa 2 jddvedelld.
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Sitten suspensioon lisdtddn kylmdd 95-%:ista etanolia 12 %:n
kokonaisetanolipitoisuuden saavuttamiseksi. Suspensiota pi-
detddn 0%C:ssa 30 minuuttia, mitd seuraa linkoaminen

174 000 X g:ssd 25 minuuttia 0°C:ssa. Sakka hylatdan ja pdadl-
13 oleva neste sddstetddn ja nimitetddn pddlld olevaksi nes-
teeksi 3.

Gammaglobuliinisakan valmistus

Pdd114 olevan nesteen 3 ionivadkevyys nostetaan sitten
0,04:88n vdkevdlld NaCl:11d4 kdyttden suolan suhteellisen joh-
tokyvyn mittaria.

2 ml:n tasaosa sakan pddlld olevaa nestettd 3 titra-
taan pH 7,2:een 1N NaOH:1lla 1IN NaOH-midrin misrittidmiseksi,
joka tarvitaan koko suspension pH:n asettamiseen. 1N NaOH
lisdtddn sitten suspensioon sopivassa mddrdssd pH:n asetta-
miseksi 7,2:ecen.

Sitten lisdtddn 92-%:ista etanolia 25 %:n kokonais-
etanolipitoisuuden saavuttamiseksi. Suspensio jddhdytetdén
-7°C:seen t&min lisdyksen aikana. Suspensiota sekoitetaan
varoen 30 minuuttia —7OC:ssa, mitd seuraa linkoaminen
15 000 X g:ssd 30 minuuttia -79C:ssa. Tassi saatu sakka on
haluttu gammaglobuliinijae.

Kasvainimmunoglobuliinin valmistus

Gammaglobuliinia sisdltdvd tahna suspendoidaan uudel-
leen fosfaatilla puskuroituun suolaliuokseen (PBS) ja tehddén
0,3 M:ksi glysiinipuskurissa. pH alennetaan sitten 2,5:een
0,1N HCl:114. Suspensiota inkuboidaan sitten viisi minuuttia
27OC:ssa, mitd seuraa neutralointi pH 7,3:een 0,1N NaCH:1lla.
Valmiste viedddn sitten 2 mikronin suodattimen ldpi ja anne-
taan laskimonsisdisesti nopeudella 5 ml/min.

Kasvainimmunoglobuliinin fysikaaliskemialliset ominai-

suudet

Kasvainimmunoglobuliini (hapotettu Cohn-jae), analy-
soituna lasersameuden mddritykselld (93), koostuu IgG:std ja
pienestd mddrdstd IgA, mutta ei sisdlld IgM tai C3. Verrat-
tuna Cohn-jakeeseen, jota ei ole hapotettu, on IgG:ti ja

IgA:ta vdhemmdn (taulukko IV).
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Kasvaimeen liittyvdt vasta-aineet analysoitiin kum-
massakin kahdesta panoksesta kasvainimmunoglobuliinia, jot-
ka oli saatu kahdesta ihmisestd, joilla oli rintarauhassyo-
pd. Kdyttden epdsuoraa immunofluoresenssid kahta rintasydpa-
substraattia vastaan, ylittiv&t loppupiste-fluoresenssin
tiitterit 1:70 000 kummassakin testatussa ndytteessid. Samo-
jen panosten hapottamattomien ndytteiden loppupiste-tiitte-
rit olivat alle 1:50 000.

Kasvain-immunoglobuliini testattiin kasvainspesifi-
sen sitoutumisen suhteen MCF-7 rintarauhassydpdsoluihin ra-
dioimmunoanalyysilld jakeissa, jotka oli saatu sakkaroosi-
tiheysgradientista ja verrattiin jakeisiin hapottamattomas-
ta Cohn-jakeesta. Kasvainimmunoglobuliini osoitti kasvaimeen
liittyvdn sitomisaktiivisuuden lisdystd Jjakeissa 7S-merkit-
sijdn toisella puoclella. Samalla tavalla Clg-sitoutuminen
lisd&ntyi jakeissa, jotka olivat suurempia kuin 7S, verrat-
tuna hapottamattomiin jakeisiin (kuvio 3). Siten sekd kas-
vaimeen liittyvd sitoutuminen etti Clg-sitoutuminen vaihtuu
raskaisiin (>7S) sedimentoituviin jakeisiin hapottamisen jal-
keen kasvainimmunoglobuliinissa. Kasvainimmunoglobuliini
anti-komplementaarinen vaikutus testattuna Romer'in et al.
menetelmdlld (96) oli pienempi kuin hapottamattomalle ja-
keelle alueella, joka oli verrattavissa muiden laskimonsi-
sdisten gammaglobuliinivalmisteiden alueeseen (taulukko V).

Taulukko V

Hapotetun Cohn-jakeen antikomplementaarinen aktiivi-

suus
Proteiinipi- Hemolyysi (%)
toisuus (mg) Rintasyopd Normaali
Ennen Jalkeen Ennen Jalkeen
1,0 3 75 2 10
0,5 10 85 4 35
0,25 12 88 14 53

Tutkimukset suoritettu Romer'in menetelmdlld (96).
Positiivinen verrokki ilman seerumeita aiheutti 100 %:n
hemolyysin. Yhteenkasautunut IgG aiheutti anti-komplemen-

taarisen aktiivisuuden, joka oli pienempi kuin 1.
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Autologista kasvainta sisdltdvistd seerumeista val-
mistetun kasvainimmunoglobuliinin toimintakyky osoitettiin
400-500 mg:n infuusion jdlkeen yhdessd tsymosanilla aktivoi-
dun normaali-koiraseerumin (menetelmid 3, taulukko XIV) kans-
sa isdntiin, joilla oli kasvain. Pian infuusion jdlkeen kah-
teen koiraan, joista toisella oli itsesyntyinen nisdrauhas-
syopd ja toisella melanooma, havaittiin kasvainkohtién akuut-
tia kuolleisuutta, jota luonnehti verentungos ja kasvaimen
haavautuneiden alueiden suurkuolleisuus. Mikroékooppisesti
kasvainkohdissa n&dkyi kasvainsolujen hajakuolleisuutta sekd
pesdkealueiden neutrofiilid tiivistymistd.

Edullinen suocritusmuoto: Tuote 3

'Proteiini A-TgG-valmiste

Proteiini A-IgG-komplekseja (tuote 3) voidaan valmis-
taa perfusocimalla 5-50 ml plasmaa isdnnistd, joilla on sy&-
pad taili normaaliplasmaa proteiini A:n ylitse Staphylococcus
aureus Cowans I:std (joka sisdltdd 1,0 mg liikkumattomaksi
tehtyd proteiinia A) tehtynd liikkumattomaksi kollodiumhii-
lessd tai voidaan eristdd poistovirtausseerumeista lisddmdl-
14 5 % polyetyleeniglykolia tai muilla alaan perehtyneiden
tuntemilla menetelmilld suurmolekyylipainoisen proteiinin
saostamiseksi. Saatu sakka suspendoidaan uudelleen normaa-
liin suolaliuokseen ja dialysoidaan fosfaatilla puskuroitua
suolaliuosta vastaan, minkd jdlkeen se annetaan laskimonsi-
sdisesti isdnnille, Jjoilla on kasvain. Menetelmid on esitetty
taulukossa VI. '

Taulukko VI

Polyetyleeniglykoli-saostusmenetelmd proteiini

A-IgG-kompleksien eristdmiseksi

1. 3 ml seerumia tai plasmaa, joka poistuu proteiini A-kol-
lodiumhiilipylvdistd, sekoitetaan 1 ml:n kanssa 20-%:ista
PEG (PEG 6000, Fisher Scientific Co., Fairlawn, NJ) ja
inkuvoidaan 25°C:ssa 1 tunti.

2. PEG-sakka saadaan linkoamalla 3 000 X g:ssd 41°C:ssa, se
pestiin kahdesti 5-%:isessa PEG, liuotetaan PBS:ddn ja

dialysoidaan laajasti PBS:84 vastaan 4°C:ssa.
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Proteiini A-IgG-komplekseja voidaan valmistaa kdyt-
tdmdttd proteiini A-kollodiumhiilipylvditd inkuboimalla pro-
teiini A:ta (10 - 1 000 /ug) normaalin seerumin tai plasman
(1-3 ml) tai IgG:n (1-10 mg) kanssa 30 minuuttia 27OC:ssa,
lisdten ylimddrdinen annos (5-10 ml) normaalia suclaliuosta
ja infusoimalla sitten tdmd seos laskimonsisidisesti isdntiin,
joilla on kasvain. Seuraavassa taulukossa VII esitetddn vielid
erds menetelmd proteiini A-IgG-kompleksien valmistamiseksi.

Taulukko VIT

Proteiini A-IgG-kompleksien valmistus

1. Proteiini A:ta (10 - 1 000 /ug) inkuboidaan 1-10 mg:n
kanssa IgG:td PBS:ssd 30 minuuttia.

2. PEG:t3 lisitdin 27°C:ssa 5 %:n loppupitoisuuteen ja seos-
ta lingotaan 5 000 X g:ssd 30 minuuttia 1°C:ssa.

3. Sakka suspendoidaan uudelleen 20 ml:aan suolaliuocsta Jja
dialysoidaan PBS:&d& vastaan kaksi tuntia PEG:n poistamni-
seksi.

4. Liuos saatetaan 5-10 ml:n lopputilavuuteen ja injektoi-
daan laskimonsisdisesti.

Proteiini A-IgG-kompleksin, jotka poistuvat proteii-
ni A-kollodiumhiili (PACC)-pylvdistd tai liikkumattomaksi
tehdyn Staphylococcus aureus Cowans 1 (SpA):n pylvdistd

(SAC), fysikaaliskemialliset ominaispiirteet

Seerumeita koirista, joilla oli itsesyntyinen niséd-
syOpd, perfusoitiin SpA:n ylitse, joka oli tehty liikkumat-
tomaksi mikrohuokoisella membraanisuodattimella (0,2 mikro-
nia) tai proteiini A-kollodiumhiilen ylitse. Havaittiin seu-
raavaa.

Tulokset

Clg-sitoutumisen muutokset seerumeissa perfuusion jdl-

keen SAC:n tai PACC:n ldpi

Seerumeita viidestd normaalisti koirasta ja kuudesta
koirasta, Jjoilla oli nisdrauhassydpd, perfusoitiin SAC:n la-
pl ja ndytteitd ennen ja jédlkeen perfusoinnin analysoitiin
Clg-sitoutumisaktiivisuustasojen suhteen radioimmunoanalyy-
silld, kuten on selostettu. Clg-sitoutumisessa oli tapahtu-

nut yhtdpitdvdd lisdystd yli arvojen ennen kidsittelyd



10

15

36

(taulukko VIII). Pieneneminen Clg-sitoutumisessa aluksi
saattaa edustaa laimentumisvaikutusta ja/tai Clg:ta sitovien
immuunikompleksien ja IgG:n poistumista proteiini A-kollo-
diumhiilipylvddn (PACC) vaikutuksesta. Yleensid Clg-sitoutu-
misen tasot kasvainta sisdltdvddn seerumiin ennen perfuusié—
ta olivat korkeammat kuinvnormaalissa seerumissa ennen per-
fuusiota ja nettolisdykset kasvainta sigdltdvissd seerumeis-—
sa olivat suurempia (keskimddr&dinen lisdys: 382 * 378 S.D.
/49 ACG ekvivalenttia/ml) kuin normaalille seerumille (keski-
middrdinen lisdys: 114 X 186 S.D. /g ACG-ekvivalenttia) .
Vastakohtana havaituille lisdvyksille Clg-sitoutumisaktiivi-
suudessa seerumiin, joka oli perfusoitu SAC:n ldpi, koira-
IgG-pitoisuudet olivat tasaisesti alentuneet alle tasojen
ennen perfuusiota samoin kuin IgM:n tasot perfuusion jdlkeen
(taulukko VIII).
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Sen mddrittdmiseksi, olisiko proteiini A SAC:lla t&r-
ked lisddntyneen Clg-sitoutumisen kehittymisessd, perfusoi-
tiin seerumeita normaalista koirista ja koirista, joilla oli
nisdrauhassydpd, SAC:n ldpi tai Staphylococcus aureus -kannan
wood 46 (SAW), josta proteiini A puuttui, lipi kuten kohdas-
sa "Menetelmdt" on esitetty ja poistovirtausndytteet testat-
tiin Clg-sitoutumisen suhteen. Ndytteet, jotka poistuivat
SAC-pylvdistd, osoittivat lisdystd Clg-sitoutumistascissa
yli arvojen ennen perfuusiota, kun taas poistovirtausndyt-
teet SAW-pylvdistd osoittivat minimaalisia muutoksia tasois-
ta ennen kdsittelyd. Samoin kuin edellisisgsd tutkimuksissa
aleneminen alussa Clg-sitoutumisessa heijastell osittain
laimennuksellisia vaikutuksia ja immuunikompleksin poistu-
mista SAC:n tai SAW:n vaikutuksesta.

Seerumeita normaaleista koirista ja koirista, joilla
0li nisdrauhassydpd, perfusoitiin PACC:n ldpi, kuten Mene-
telmissd kuvattiin. Seitsemissd seitsemdstd kasvainta sisdl-
tdvdstd seerumista ja viidessd seitsemdstd normaaliseerumis-
ta tapahtui Clg-sitoutumisen lisddntymistd poistovirtaussee-
runeissa (taulukko IX). Vastakohtana perfuusiolle SAC:n ldpi
IgG—-, IgM~ ja IgA-tasoissa seerumeissa, jotka oll perfusoi-
tu PACC:n 1ldpi, el tapahtunut merkittdvid muutoksia (tauluk-
ko IX).
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Taulukko IX

Kiintofaasi-Clg-sitoutuminen* ennen ja jdlkeen seeru-

mien perfuusiota PACC:n ldpi

Nro Normaaliseerumit Nro Kasvainta sisdltdvidt seerumit

1 ennen 50,9 (59-51,8) 1 ennen 60,5 (57,2-62,8)
62,6-68,8) jdlkeen 73,0 (66,9-81,

35,4-47,4) 2 ennen 49,7 (45,1-52,2
59,0-67,4) jdlkeen 69,6 (58,4-80,0
57,3-60,6) 3 ennen 50,0 (49,5-51,0

jilkeen 65,3 1)
)
)
)
60,0-66,7) jdlkeen 57,0 (54,8-59,2)
)
)
)

(
2  ennen 43,6 |
jalkeen 63,2 (
3 ennen 58,9 |
jdlkeen 63,3 (
4 ennen 50,2 (43,6-53,0 4 ennen 42,2 (36,8-46,5
jalkeen 52,1 (47,9-55,2 jdlkeen 56,7 (53,9-59,5
5 ennen 41,7 ( 26,8-30,5
(
(
(
(
(

{

) {

) (

39,7-43,7) 5 ennen 28,6 (
) jdlkeen 34,8 (32,6-37,1)

(

(

(3

(

jdlkeen 55,8 (55,0-56,7

6 ennen 26,9 (25,4-28,5) 6 ennen 32 32,0-32,1)
jdlkeen 33,8 (33,7-33,9) jalkeen 36,8 (34,5-39,1)
7 ennen 29,6 (27,9-31,3) 7 ennen 31,4 ,1-31,8)
jdlkeen 30,8 (30,1-30,6) jdlkeen 53,9 (52,7-55,1)

*10 ml normaalia tai kasvainta sisdltdvid seerumeita vietiin
PACC:n l&dpi ja seerumit ennen ja jdlkeen kdsittelyn analy-
soitiin kiintofaasi-Clg-sitoutumisen suhteen. Clg-sitoutu-
minen ilmaistaan nanogrammoina sidottua anti-koira-IgG. Lu-
vut edustavat keskimddrdistd tilavuutta kaksois- tai kol-
moisndytteistd. Sulkeissa olevat luvut osoittavat ddrimmdi-
set arvot kaksois- tai kolmoisndytteistid.

Kompleksien, jotka ovat kehittyneet seerumeissa per-

fuusion jdlkeen PACC:n ldpi, osittainen luonnehdinta

Koska proteiini A:n on osoitettu sitovan kcira-IgM:da
ja IgA:ta, testattiin ndiden komponenttien sekd myds IgG:n
ja C3:n suhteen komplekseissa seerumien perfuusion jdlkeen.
Tdtd tarkoitusta varten seerumeita ennen ja Jjdlkeen perfuu-
sion inkuboitiin Clqg:lla pddllystettyjen putkien kanssa
kompleksien sitomiseksi. Verrokkina inkuboitiin seerumia,
joka oli perfuscitu koira-albumiinin 1ldpi eikd proteiini A:n
184pi, joka oli tehty liikkumattomaksi kollodiumhiilessd,
samalla tavalla Clg:1lla pddllystettyjen putkien kanssa. Put-

ket pestiin ja ylimddrdiset 1251 F(ab')z—osasia, jotka
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olivat spesifisid koiran IgG:lle, IgM:lle, IgA:lle, lisdt-
tiin ja sitoutunut radiocaktiivisuus mitattiin. Anti-IgG:n
ja anti~IgM:n perfuusion jdlkeiset sitoutumistasot nousivat
n. 20 % arvojen ylitse ennen perfuusiota, mutta anti-IgA-
tai anti-C3-sitoutumisessa el ollut merkittdviad muutoksia..
Tulokset olivat samanlaisia kasvainta sisdaltdville ja nor-
maaleille seerumeille ja samanlaiset lisdykset anti-IgG-si-
tomisaktiivisuudessa havaittiin perfuusion jdlkelsissd see-
rumeissa ylimaéréisesta kasvaimen omaavasta ja normaalista
koirasta. Sen sijaan IgG-sitomisaktiivisuus pieneni 15 %:1la
seerumissa, joka oli perfusoitu koira-albumiinin 1ldpi, sa-
malla kun nuiden komponenttien sitoutuminen oli pddasialli-
sesti muuttumaton.

Normaalia ja kasvainta sisdltdvdd ihmisen seerumia
vietiin samalla tavalla PACC:n l&dpi, inkuboitiin Clg:lla
pddllystetyissd putkissa ja testattiin 1ZSI F(ab')z—osas~
ten sitomisen suhteen, jotka ovat spesifisid ihmisen IgG:lle,
IgM:1le, IgA:lle ja C3:1lle. Tulokset osoittavat lisdyksia
anti-IgG-, IgM- ja C3-sitomisessa, mutta ei IgA-sitomisessa.

Seerumeissa perfuusion jdlkeen PACC:n ldpi kehitty-
neen Clg:ta sitovan IgG:n sedimentoitumisominaisuuksien tut-
kimiseksi poistovirtausndytteitd ennen ja jdlkeen perfuusion
normaaleista ja kasvainta sisdltidvistd seerumeista lingot-
tiin ultrasentrifugilla sakkaroosi-tiheysgradienteissa ja
jakeet analysoitiin Clg:ta sitovan IgG:n suhteen. Molemmat
seerumit osoittivat nousseita Clg:ta sitovan IgG:n tasoja
jakeissa, jotka olivat suurempia kuin 7S, verrattuna vastaa-
viin jakeisiin seerumeista ennen perfuusiota. Samanlaisia
lisdyksid Clg-sitoutumisessa ndihin gradienttijakeisiin ha-
vaittiin, kun F(ab')z—osasia, jotka olivat spesifisié‘koira—
IgG-gammaketjuille, kdytettiin sidotun IgG:n havaitsemiseen.

Suurmolekyylipainoiset IgG-kompleksit perfuusion jal-
keisissd koiraseerumeissa eristettiin sitten fraktionoimal-
la kromatografisesti G-200-pylvddlla ja viemdlld onteloti-
lavuuden suhteen huippujakeet immunocadsorbentin ldpi, Jjoka
sisdltdd gammaketjulle spesifistd kaniini-anti-koira-IgG:td.

Pidittynyt proteiini eluoitiin, neutraloitiin, vdkevditiin
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ja pelkistettiin ennen analyysid PAGE:1la. PAGE-profiilit,
jotka oli vdrjidtty Coomassia Blue'lla paljastivat selvdsti
50 000 ja 25 000 molekyylipainoisten polypeptidien mukana-
kulkemisen koira-IgG:n gamma- ja kevytketjujen kanssa. Ha-
vaittiin myOs kevyesti vdrjdytynyt polypeptidi, jonka mole-
kyylipaino oli 75 000 ja joka kulki yhdessd koira-IgM:n mu
immunoglobuliiniketjun kanssa ja se edustaa todennikdisesti
eristetyssd kompleksissa lédsndolevaa koira-IgM:dd. 10 /ug
eristettyjd suurmolekyylipainoisia IgG-komplekseija, jotka
0oli tutkittu kaksoisdiffuusio-tutkimuksissa, osoittivat yk-
sinkertaisen presipitiininauhan vuohi-anti-koira-tdysseeru-
min kanssa, Joka muodosti yhtdpitdvdn viivan gammaketjulle
spesifisen kaniini-anti-koira-IgG:n kanssa. Nami tutkimuk-
set osoittivat, ettd suurmolekyylipainoinen laji, joka si-
sdltdd koira-IgG:td ja IgM:d4, muodostul seerumien perfuu-
sion aikana PACC:n ldpi. |

Proteiini A:n vapauttaminen PACC:sta seerumilla ja

seerumikomponenteilla

Vaikka suurmolekyylipainoista Clg:ta sitovaa IgG:td
muodostui seerumin perfuusion aikana PACC:n ldpi, ei eluaat-
tien PAGE-analyyseilld pystytty paljastamaan nauhaa, joka
voitaisiin tdysin selvdsti luonnehtia proteiini A:ksi, koska
autenttinen proteiini A kulkeutuu asemaan, joka miltei sat-
tuu yhteen koira-gamma-ketjujen kanssa. Sen tidhden proteiini
A:n vapautumista seerumiin perfuusion aikana tutkittiin kayt-
tden pienid mddrid merkittya 1251—proteiini A:ta PACC:ssa
merkkiaineena. Tulokset osoittavat, ettd 1251~proteiini A:ta
vapautui PACC:sta seerumien perfuusiolla samocin kuin albu-
miinin tai IgG:n, kolmesta eri lajista, liuoksista perfu-
soimalla. Lisdksi eluointi ei ollut spesifinen proteiinille
A, koska samat liuckset vapauttivat myds 1251—koira—albumii—
nia, joka oli tehty liikkumattomaksi kollodiumhiilessd samal-
la tavalla kuin proteiini A. PACC:sta vapautuneen radioak-
tiivisuuden md&drdn perusteella arvioitiin, ettsd 0,0025 ~
0,005 mg (0,25 - 0,5 %) proteiinia A desorboitui 1 mg:sta
liikkumattomaksi tehtyd proteiinia A 10 ml:n seerumia per-—

fuusion jdlkeen.
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Proteiini A tunnistettiin edelleen seerumissa, joka
oli perfusoitu PACC:n ldpi seuraavasti: seerumien, jotka
0li perfusoitu PACC:n tai SAC:n 1l&pi, perfuusion jdlkeiset
PEG-sakat fraktionoitiin G-100:11a pH 3,0:ssa. Mukaanotetut
jakeet (mp. 100 000) neutraloitiin, vidkevditiin ja analysoi—
tiin PAGE:1lla. Ndiden ndytteiden Coomassie Blue:lla vidrjiatyt
PAGE-profiilit paljastivat 2-4 erillistd polypeptidinauhaa,
joista yksi kulki yhdessd puhdistetun proteiini A:n kanssa.

Jatkotutkimuksissa koiraseerumia, joka sisdlsi koira-
IgG:td, perfusoitiin PACC:n ldpi, joka gisdlsi 125I—merkit—
tyd proteiinia A merkkiaineena. Perfuusion jilkeistd seeru-
mia kdsiteltiin 5-%:isella PEG:11& kaikkien TZSI—proteiini
A-IgG-kompleksien saostamiseksi ja analysoitiin sitten
PAGE:1la. Havaittiin radioaktiivinen huippu, Jjoka vastasi
proteiini A-merkitsijdd. Joitakin pienempimolekyylipainoi-
sia radioaktiivisia proteiini A-lajeja havaittiin myd&s ja
ne saattoivat edustaa 1251—proteiini A-osasia.

Lisdtutkimuksissa normaalia PACC:n ldpi perfusoitua
koiraseerumia kdsiteltiin 5-%:isella PEG:114 proteiini A-IgG-
kompleksien saostamiseksi. Liukoiseksi tehty sakka fraktio-
noitiin Sephadex G-100:1la dissosioivissa olosuhteissa.ja
mukaanotettu jae saostettiin (NH4)2SO4:lla. Uudelleenliuo-
tettu sakka vietiin Sepharose 4B:n ldpi, johon oli kytketty
ihmisen IgG:td. Sitoutunut aines eluoitiin ja vdkevditiin.
Proteiini A:n l&sndolo eluaatissa osoitettiin epdsuorasti
kaksoiédiffuusiotutkimuksin, jotka antoivat presipitiini-
nauhan normaalilla ihmisen seerumilla, mutta ei normaalilla
kananpojan seerumilla, joka ei sSitoudu proteiini A.

Proteiini A:n tunnistaminen suurmolekyylipainoisissa

komplekseissa

Proteiini A:n tunnistamiscksi perfuusion jdlkeisten
poistovirtausseerumien suurmolekyylipainoisissa sakkaroosi-
tiheysjakeissa suoritettiin seuraava tutkimus. Normaalia
koiraseerumia vietiin PACC:n ldpil ja perfuusion jdlkeisid
seeruneita, jotka sgisdlsivat eluoitua 125I—proteiinia A,
fraktionoitiin sakkarcosi-tiheysgradientilla. 1251—proteii—

nia A ldydettiin laajalla fraktioiden alueella 7S:std
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1958:d4an verrattuna vapaaseen 1251—proteiiniin A, joka antoi
huipun 78-merkitsijé&n alapuolella. Tdmd johdattaa mieleen,
ettd proteiinia A eluoituu PACC:sta suurmolekyylipainoisessa
nuocdossa, joka poikkeaa vapaasta proteiinista A.

Perfuusion jdlkeisid seerumeja, Jjotka sisdlsivit
1251—proteiini A:ta ultrasentrifugoitiin, kuten on selostet-
tu ja sen sedimentoitumisominaisuuksia verrattiin puhdiste-
tun vapaan proteiini A:n vastaaviin ominaisuuksiin. Radio-
aktiivisesti merkitty proteiini A perfuusion jdlkeisissi
ndytteissd jaettiin gradientinvsuurmolekyylipainoisiksi ja-
keiksi ja verrattiin vapaaseen proteiiniin A. Perfuusion
jdlkeisten seerumien rinnakkaiset sakkaroosi-tiheysgradientti-
jakeet osoittivat lisddntynyttd Clg:ta sitovaa IgG:td verrat-
tuna seerumeihin ennen kdsittelyd. Tdmd tol mieleen, ettid
proteiinia A, joka eluoitui PACC:sta perfuusion jdlkeisiin
seerumeihin, oli komplekseissa immunoglcbuliinien kanssa ja
on volinut mydtdvaikuttaa lisddntyneeseen Clg-sitoutumiseen,
joka havaittiin perfuusion jdlkeisissd sakkaroosi-tiheysgra-
dientti-jakeissa.

Sen mddrittdmiseksi, voisiko PACC:sta seerumin per-
fuusion jdlkeen eluoitunut 131I—proteiini A sitoutua Clg:lla
pddllystettyihin putkiin, suoritettiin seuraava koe: 10 ml
normaalia tai kasvainta sisdltdvdd seerumia vietiin PACC:n

ldpi, joka sisdlsi 131I—proteiinia A:ta. Polstovirtausndayt-

teet, jotka sisdlsividt eluoitua 131I—proteiini A:ta, vike-
voitiin 10 ml:n tilavuuteen ja sitten inkuboitiin 0,5 ml
Clg:1la pédllystettyjen putkien kanssa. Vapaata 131I—proteii~
ni A:ta kdytettiin verrokkina. Tulokset osoittavat n. 7fker—

taisen lisdyksen 131I:n sitoutumisessa PACC:n poistovirtauk-

131I—proteiini A:n sitoutumiseen.

sessa verrattuna vapaan
Siten osa proteiini A:sta, joka eluocitui PACC:sta seerumi-
perfuusion jédlkeen. oli saanut Clg-sitomisominaisuuksia,
jotka tuovat mieleen, ettd@ se vapautul immuncglobuliineihin
sidotussa muodossa.

Lisdkckeissa normaalia tai kasvainta sisdltavdd koi-
ran ja ihmisen secerumia perfusoitiin PACC:n lédpi. Ndytteitéd

ennen kdsittelyd ja poistovirtausndytteitd (0,5) inkuboitiin
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Clg:1lla pddllystettyjen putkien kanssa. Putket pestiin ja
affinoimalla puhdistettua 1251 kananpojan antiproteiini A:ta
lisdttiin, kuten on selostettu. Tulokset osoittivat merkit-
tdvdsti lisddntynyttd anti-proteiini A:n sitoutumista (a)
kahdessa ndytteessada kolmesta ja vastaavasti kolmessa nayt-
teessd viidestd normaalista koira- ja ihmisndytteestd kdsit-
telyn jdlkeen, (b) neljdssd ndytteessi neljdstd ja vastaavas-
ti neljdssd kuudesta koiran, jolla on kasvain Jja ihmisen
ndytteestd perfuusion jdlkeen.

Jatkotutkimuksissa 50 ml normaalia koiraseerumia per-

fusoitiin pylvdiden ldpi, jotka sisdlsividt 1251—proteiini

A:ta tail 125I—koira—albumiinia yvhdessd merkitsemdttdmidn pro-
teiini A:n kanssa, Jjoka oli tehty liikkumattomaksi kollo-
diumhiileen. Poistovirtausjakeet, jotka sisdlsivdat huippu-
radioaktiivisuuden, yhdistettiin. 10 ml:n tasaosiin ndita
huippuja lisdttiin yhtd suuri tilavuusmddrd 50-%:ista
(NH4)ZSO4, 5-%:ista PEG tai 10-%:ista trikloorietikkahappoa.
Tulokset osoittivat, etti 70-80 % |2 °I-proteiini A:sta oli
saostettavissa NH4SO4:llé ja PEG:11d verrattuna ainoastaan
5-10 %:1iin vapaata proteiini A:ta. Sen sijaan vdhemmdn kuin
10 % vapautuneesta albumiinista oli saostettavissa
(NH4)ZSO4:llé tai PEG:114. Namd havainnot tuovat mieleen,
ettd proteiini A:ta mutta ei albumiinia poistuu perfuusion
jdlkeisessd poistovirtauksessa kompleksoituna immunoglobu-
liinien kanssa.

Clg:ta sitovien kompleksien, jotka sisdltdvdat IgG:td

ja proteiini A:ta, molekyylikaava

Sen mddrittdmiseksi, sitoutuiko koira-IgG koirasee-
rumista yhteen Clg-sitovissa komplekseissa perfuusion jdl-
keisessi seerumissa, suoritettiin seuraava koe: 10 ml nor-

maalia koiraseerumia, joka sisdlsi 131I—koira—IgG:té, per-

fusoitiin PACC:n ldpi, Jjoka sisdlsi 1251—proteiini A:ta.
Poistovirtaus vdkevtitiin ja inkuboitiin sitten Clg:lla
pddllystettyjen putkien kanssa. Merkityn proteiini A:n Ja
IgG:n spesifisten aktiivisuuksien perusteella laskettiin,
ettd Clg:ta sitovien kompleksien kokemusperdinen kaava oli

l8helld kaavaa IgG,PA. Ndiden kompleksien likimddrdisen
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ti Sepharose 6B:1la. Ndiden arvojen Jja kokemusperdisen kaa-
van perusteella molekyylikaava vastaa kaavaa /(IgG)ZPA/z.
IThmisen seerumin ollessa kysymyksessd, suurmolekyy-.
lipainoisen huipun lisdksi, joka vastaa koiraseerumissa 1l&y-
dettyjs komplekseja, ilmestyi toinen huippu ldhelld IgG:n
molekyylipainoa. Tdmd huippu samoin kuin suurmolekyylipai-
noinen jae osoittivat Clg-sitomisaktiivisuutta vertailuta-
sojen yldpuolella. Koska tdlld menetelmdlld on vaikeaa md&-
rittdd kompleksien molekyylipaino td118 alueella, ei mole-—
kyylikaavaa ndille pienille komplekseille voida mddrdts.

Proteiini A-IgG-konjugaattien valmistus in vitro

Proteiini A-IgG-konjugaatteja valmistettiin eri pro-
teiini A/IgG-moolisuhteilla ja ne analysoitiin sameuden m&&d-
ritykselld 60 minuutin inkuboinnin j&dlkeen 27°C:ssa. Suurin
valon hajonta havaittiin proteiini A/IgG-moolisuhteilla 1-2.
Alempia arvoja esiintyi moolisuhteilla 1-10 ja suuremmilla.
Proteiini A-IgG-kompleksien, jotka oli valmistettu vaihtele-
villa moolisuhteilla, komplementin kiinnitysominaisuudet
tutkittiin anti-komplementaarisessa mddrityksessd (96). Anti-
komplementaarinen maksimi aktiivisuus havaittiin proteiini
A/IgG-moolisuhteilla vd81iltd 1:100 - 1:1 000. Eri moolisuh-
teissa valmistettujen proteiini A-IgG-komplekseja testat-
tiin kykynsd suhteen aikaansaada happamen proteaasin, mye-
loperoksidaasin ja beta-glukuronidaasin wvapautuminen koira-
neutrofiileistd (98). Proteiini A-IgG-optimisuhde ndiden
entsyymien vapauttamista varten oli 1:100 samalla kun ka-
tepsiinin kehittymistasot alenivat suhteilla 1:10 tai pie-
nemmill&d suhteilla.

PEG:114 saostuvassa IgG:ssd PACC-perfuusion aikana ke~

hittyneet spesifiset vasta-aineet

Valmistettiin koira-anti-seerumia, joka oli spesifi-
nen ihmisen erytrosyyteille ja koira-anti-seerumi, Jjoka oli
spesifinen ihmisen MCF-7 rintarauhassy®pdsoluille. Kumpaa-
kin ndistd seerumeista ja normaalia koiraseerumia kisitel-
tiin 5-%:isella PEG:113 immunoglobuliini-aggregaattien Ja

endogeenisten immuunikompleksien poistamiseksi ja perfusoi-
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tiin sitten PACC:n ldpi. Perfuusion jdkeistd seerumia kidsi-
teltiin 5-%:isella PEG:1lla ja saostunut proteiini analysoi-
tiin vasta-aine-aktiivisuuden suhteen MCF-7-soluja, hiiri-
fibrosarkoomasoluja (L-soluja) ja koiran itsesyntyisen rau-
hassyovdn soluja vastaan. Taulukot X ja XI osoittavat, ettd
PACC-perfuusion jdlkeen spesifisid vasta-aineita oli talteen-
otettavissa immuunien seerumien PEG:1lla saostuvassa Jjakees-
sa, jotka ylittivat tasot normaalin seerumin PEG:lla saos-
tettavassa perfuusion jdlkeisessd jakeessa.

Taulukko X

Koira-anti~-MCF~7-seerumin spesifisyys ja vasta-aine-

aktiivuus perfuusion jadlkeen PACC:n lé&api

Ndyte Ng MCF-7:8&n Ng hiiri-L- Ng koira-rau-
sitoutunutta soluihin si- hassy®pddn si-
toutunutta toutunutta
PBS* 3,58%0,350 2,51%0,206 1,92%0,133
Normaali kolrasee-
rumi 20,58*3,363 23,66%X2,754 9,40%0,217
Koira-anti-MCF-7 36,86%X0,066** 27,15%0,713 9,54%1,157

* Fosfaatilla puskuroitu suoclaliuos

**Merkittdvdasti korkeampi (P>0,05) kuin normaali koiraseeru-

mi.
Taulukko XTI
Koira-anti-RBC-seerumin spesifisyys Jja vasta-aine-
aktiivisuus
Nayte ‘ Ng ihmisen Ng hiiri-L- ©Ng koira-rau-
RBC:hen si- soluihin si- hassyopddn si-
toutunutta toutunutta toutunutta
PBS 0,840,037 0,06350,066 1,05%0,181
Normaali koirasee-
‘rumi 7,310,159 19,64%2,108 7,800,526

Koira-anti~ihnisen
RBC-seerumi 108,34X0,188* 18,06%1,947 6,702X0,058
*Merkittdvdsti korkeampi (P>0,05) kuin normaali koiran seeru-
‘mi.

Vasta-ainetta sisdltdvien aggregaattien sedimentoitu-

misominaisuuksien tutkimiseksi perfuusion jdlkeinen seerumi
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saatettiin sakkaroosi-tiheysgradientti-ultrasentrifugointiin
ja analysoitiin vasta-aine-aktiivisuuden suhteen radioimmu-
noanalyysilld. Perfuusion jdlkeiset vastaseerumit osoittivat
spesifistd sitoutumista jakeissa 75-19S, joka sitoutuminen
ylitti normaalin seerumin sitoutumisen ndissd jakeissa. |

Perfuusion jdlkeistd koiravastaseerumia, joka oli
spesifinen ihmisen erytrosyyteille, saostettiin 5-%:isella
PEG ja testattiin ihmisen erytrosyyttien spesifisen aggluti-
naation suhteen ja verrattiin PEG-sakkoihin perfuusion jial-
keisestd normaalista koiraseerumista. Taulukko XII osoittaa,
ettd koira-anti-ihmisen erytrosyyttiseerumit aiheuttivat
merkitti&vid agglutinaatioreaktioita vastakohtana aggluti-
naatiolle samanlaisilla md&drilld sakkoja normaalista koira-
seerumista.

Taulukko XIT

Perfuusion Jjédlkeisten PEG-sakkojen agglutinaatio-

reaktioita
Agglutinaaticarvostelu*
‘ Proteiinimddra (/ug)
Nayte 50 25 10 5
Normaali-PEG-sakkaa 0 0 0 0
immuuni-PEG-sakkaa ++++ +4++ + 0

*Agglutinaatioreaktiot arvosteltiin O:sta ++++:aan

Perfuusion jélkeisteh PEG-sakkojen vasta-—aineesta

riippuva solusytotoksisuus (ADCC)

Perfuusion jdlkeisid PEG-sakkoja koira-anti-ihmisen
RBC- ja normaalista koiraseerumista kdytettiin ihmisen eryt-
rosyyttikohteiden pddllystdmiseen ja analysoitiin ADCC:n suh-
teen kayttden koiraerytrosyyttejd effektoriscluina. PEG-sa-
koilla immuunista seerumista oli yli 300 % suurempi sytotok-
sisuus kuin normaalilla seerumilla effektori/kohdesuhteella
1:1.

Komplementin osuus Clg:ta sitovan IgG:n kehittymisessd

perfuusion aikana PACC:n l&pi

Sen mddrittdmiseksi, oliko koirakomplementti olen-
nainen Clg:ta sitovan IgG:n kehittymiselle seerumin perfuu-

sion aikana liikkumattomaksi tehdyn proteiini A:n lé&pi,
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kdsiteltiin normaalia koiraseerumia, kuumennettuna tai kuu-
mentamattomana 56OC:ssa 60 minuuttia, 5-%:isella PEG:1lla im-
munoglobuliini-aggregaattien poistamiseksi ja perfusoitiin
sitten PACC:n ldpi. Kuumennetulla ja kuumentamattomalla see-
rumilla o0li verrattavissa olevat lisdvykset Clq—sitoutumiseé~
sa perfuusion jdlkeisissd poistovirtausseerumeissa. Lisdksi,
kun normaalia tai koiraseerumia, josta synnynndisesti puut-
tui C3, kdsiteltiin samalla tavalla 5-%:isella PEG:lla ja
perfusoitiin sitten PACC:n 1l&dpi, kehittyi samanlaisia mddrid
Clg-sitoutumista. Siten Clg:ta sitovia IgG-oligomeerejd ke-
hittyi seerumeissa perfuusion jdlkeen PACC:n ldpi komplemen-
tista riippumattomilla mekanismeilla.

PACC-perfuusion aikana kehittyneen suurmolekyylipai-

noisen PEG:113 saostuvan IgG:n biologiset aktiivisuudet

Normaalia ja kasvainta sisdltdvdi seerumia kdsitel-
tiin 5-%:isella PEG:114 immunoglobuliini-aggregaattien ja
endogeenisten immuunikompleksien poistamiseksi ja perfusoi-
tiin sitten PACC:n l&pi. Perfuusion jdlkeistd poistovirtaus-
ndytettd kdsiteltiin sitten toisen kerran 5-%:isella PEG:11&
kehittyneen suurmolekyylipainoisen IgG:n saostamiseksi. Tata
arvioitiin sitten erilaisten toimivien bioclogisten aktiivi-
suuksien suhteen.

Sen mddrittidmiseksi, voisivatko kehittyneet IgG-oli-
gomeerit, jotka sisdlsivdt proteiini A-IgG-konjugaatteja ja
perfuusion jdlkeisid seerumeja, estdd Fc:std riippuvan imu-
soluruusukkeen mucdostumisen, inkuboitiin PEG:1138 sacstettu-
ja IgG-oligomeerejd perfuusion jdlkeisissd seerumeissa koi-
ran imusolujen kanssa, Jjotka sitten analysoitiin kykyns&d suh-
teen muodostaa suurukkeita herkistettyjen ihmisen erytrosyyt-
tien kanséa (99) . PEG:118 saostuvat IgG-ocligomeerit perfuu-
sion jilkeisissd seerumeissa normaaleista kolrista ja koi-
rista, joilla oli kasvain, osoittivat verrattavissa olevaa
ruusukkeen muodostumisen estoa wvalilta 28-31 % verrattuna
47 %:n estoon yhteenkasatulla koira-IgG:11l4.

Sen mddrittdmiseksi, voisivatko IgG-oligomeerit,
Jotka gisdltidvit proteiini A-IgG-konjugaatteja ja perfuu-

sion jdlkeistd seerumia, aktivoida ja kuluttaa komplementtia,
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inkuboitiin PEG:114 saostettuja IgG-oligomeerejd perfuusion
jdlkeisissd seerumeissa marsu-komplementti-ldhteen kanssa Jja
analysoitiin sitten kyvyn suhteen vidlittdd hajotus komple-
mentista riippuvassa hemolyyttisessd analyysissd (96). PEG:114d
saostuvat IgG-oligomeerit perfuusion jdlkeisessd seerumissa
normaaleista koirista ja koirista, joilla oli kasvain, oli-
vat verrattavissa kyvyssdidn aktivoida ja kuluttaa komplement-
tia.

Sen mddrittdmiseksi, voisivatko IgG-oligomeerit,
jotka sisdltdvdt proteiini A-IgG-konjugaatteja, perfuusion
Jjdlkeisistd seerumeista, stimuloida superoksidi-anionin va-
pautumista ihmisen liuskatumaisilla soluilla (PMN), inkuboi-
tiin perfuusion jdlkeisid seerumeja PMN:n kanssa ja vdliai-
neet analysoitiin superoksidin kehittymisen suhteen kemilu-
minoinnilla (100, 101). PEG:11d saostuvat IgG-oligomeerit
perfuusion jdlkeisissd seerumeissa normaalista koirista ja
koirista, joilla oli kasvain, olivat verrattavissa kyvys-
sdidn stimuloida superoksidi-anionin kehittymistd koira-
PMN:il13&.

Perfuusion jdlkeisistd seerumeista saatujen PEG-sak-
kojen sytotoksinen toiminta arvioitiin. PEG:114 saostuvat
oligomeerit, jotka sisdlsividt proteiini A-IgG-konjugaatteja
sekd kasvainta sisdltdvistd ettd normaaleista seerumeista
aiheuttivat sytotoksisuutta, joka o0li ei-spesifistd, koska
samanasteista hajoamista havaittiin, kun kdytettiin muita
kohdesoluja, kuten nisdrauhassydpdsoluja, hiiri-L-solua ja
ihmisen erytrosyyttejd. Sytotoksisuus ndytti kuitenkin ole-
van riippuvainen komplementista, koska seerumit, joista
puuttui C3, kehittivdt merkittédvisti vdhemmdn sytotoksisuut-
ta kuin vastaavat normaalit seerumit, kun niitd testattiin
nisdsyopdsoluja, hiiri-L-soluja ja ihmisen erytrosyytteja
vastaan.

Synteettisten proteiini A-IgG-kompleksien biologlset

aktiivisuudet

A. Kemiluminointi

Kemiluminointitutkimukset kdytt&den synteettisia pro-

teiini A-IgG-komplekseja ovat edistyneet. Synteettisid
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komplekseja valmistettiin aluksi lisd&mdlld proteiini A:ta
seerumiin tai puhtaaseen koira- tai ihmisen IgG:hen, mikd
aiheuttaa kemiluminointiaktiivisuutta. Ndilld komplekseil-
la o0li samanlainen aktiivisuus, olivatpa ne valmistetut see-
rumissa tai lisddmdlld proteiini A:ta puhtaaseen ihmisen
IgG:hen. Sakkojen pddlld olevat nesteet liukenemattomista
komplekseista, jotka oli valmistettu joko seerumista tai
IgG:std olivat pddasiallisesti inaktiivisia. Verrokit, jot-
ka sisdlsivdt puhdasta proteiinia A, IgG:td ja seerumia pel-~
kdstd&dn, olivat inaktiivisia kemiluminoinnissa. Tuoreen komp-
lementtildhteen lis&8minen komplekseihin, jotka oli tehty
joko seerumista tai tuoreesta IgG:sta, eivdt ndyttdneet mer-
kittdvdsti parantavan kemiluminointiaktiivisuutta. Sen si-
jaan kompleksit, jotka oli tehty seerumista EDTA:n l&sndol-
lessa, eivdt olleet yhtd aktiivisia aggregometriassa kuin
kompleksit, jotka oli tehty seerumista EDTA:n poissaollessa.
Sakkojen pddlld olevat nesteet komplekseista, jotka oli teh-
ty joko seerumista tai IgG:std, olivat inaktiivisia. Pddlla
olevan nesteen ja kompleksien fraktionoimaton seos tai seos,
joka oli muodostettu uudelleen eristetyistd sakoista ja pddl-
13 olevista nesteistd, olivat aktiivisempia kuin sakat pel-
kdstddn. Tdmd osoittaa, ettd sakan pddlld olevassa nesteessd
on ldsnd tekijoitd, jotka eivdt itse ole aktiivisia, mutta
jotka pystyvdt parantamaan liukenemattomien kompleksien ak-
tiivisuutta.

B. Aggregometria

Synteettisilld komplekseilla on havaittu seuraavaa:
proteiini A-IgG-kompleksien, jotka on valmistettu joko IgG:n
tai seerumin kanssa, EDTA:n kanssa tai ilman, inkuboinnista
on seurauksena jyvdssolujen merkittdva yvhteenkasautuminen.
Kuitenkin kompleksit, jotka on tehty EDTA:n poissaollessa,
ovat palijon tehokkaampia kuin ne, jotka on tehty EDTA:n l&s-
ndollessa. Sakkojen padlld olevat nesteet ndistd komplekseis-
ta ovat inaktiivisia, mutta kun ne lisdttiin takaisin sak-

koihin, ndytti seurauksena olevan merkittadvd aktiivisuuden

lisddntyminen, joka on samanarvoinen fraktionoimattoman seok-

sen aktiivisuuden kanssa. Tdmd havainto johdattaa mieleen,
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ettd sakan pddlla oleva neste tekee liukenemattomien komp-
leksien aktiivisuuden mahdolliseksi. Tdssd suhteessa on ra-
dioimmunoanalyysilld ldydetty korkeita C3a- ja Cha-tasoja
sakkojen pdalld olevista nesteistd ndistd komplekseista.
Erds tdrked seikka aktiivisuuksien erilaistumisessa on seu-
raava: liukoiset kompleksit, jotka on tehty lis&dmdlld suh-
teellisen suuria md&rid proteiini A:ta seerumiin, tuottavat
komplekseja, jotka eivdt ole aktiivisia aggregometriassa,
mutta joilla C3a- ja Cha-tasot ovat verrattavissa liukene-
mattomien sakkojen pddlld oleviin nesteisiin.

C. Komplementtitutkimukset

Synteettiset kompleksit, jotka sisdltdvidt proteiini
A-IgG:td Jja jotka on tehty joko seerumista tai puhtaasta
IgG:std, aktivoivat koko komplementtiaktiivisuuden sekd koi-
ran ettd ihmisen seerumissa. Komplementin tyhjentyminen nou-
see 40-70 %:1iin koiralla. Liukenemattomat kompleksit, jotka
on valmistettu joko ihmisen tai koiran seerumista tai koiran
seerumista, josta C3 puuttuu tai ihmisen tai koiran IgG:std,
kuluttaa yli 90 % koko komplementtiaktiivisuudesta, kuten
taulukossa XVII on esitetty. Sekd liukenemattomat ettd liu-
koiset kompleksit, jotka on tehty suurilla proteiini A-m&&-
rilld seerumiin lisdttynd, kehittdvdt 20-30 /ug:aan asti
C3a:sta ml kohti seerumia. Tdmd edustaa kokonais C3:n see-
rumissa likimddrin 40 %:n konversiota C3a:ksi. Samat pddlla
olevat nesteet sisdltdvdt 800 ng:aan asti CS5a/ml seerumia.
Kompleksit, jotka on pesty ja lisdtty tuoreeseen seerumiin,
jatkavat C3a- ja CSa-aktiivisuuden kehittdmistd. Kun ndmi
kompleksit oli valmistettu, ne ndyttdvat pystyvdn ei aino-
astaan kehittdmddn C3a:ta aluksi seerumista, jossa ne val-
mistettiin, vaan pddstyddn tuoreeseen seerumiin, ne pystyvat
kehittdmddn lisdd C3a:ta ja myds Cbha:ta, kuten taulukossa
XVIII on esitetty. Esimerkiksi sakat joko seerumista tai
puhtaasta IgG:std lisdttyind tuoreeseen seerumiin kehitta-
vat 2 500 ng:aan asti Cba:ta/ml. Kokeellisissa tutkimuksis-
sa CS5a:n tiedetddn aiheuttavan verenpaineen alentumista, ve-
risuonien laajentumista ja lisd&ntynyttd kapillaarildpédise-

vyyttd. Samanlaiset vasteet todettiin in vivo akuuteissa
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kliinisissd tiloissa perfuusiokdsittelyjen jdlkeen. Alusta-
vat tutkimukset osoittivat Cba:n kohonneita tasoja potilai-
den seeruminéytteissé, jotka o0li otettu ajankohtana perfuu-
sion jdlkeen, jolloin paineet olivat alenevia. Erddssé lis&a-
tutkimuksessa, jossa mitddn muutosta Cha-tasoissa ei havait-
tu, el tapahtunut merkittdvdda muutosta sydé&n-verisuoni-para-
metreigsd. Ndmd8 havainnot toivat mieleen, ettd PA-IgG-konju-
gaateista kehittyneet anafylatoksiinit saattaisivat osit-
tain selittdd havaitut syddn-verisuoni-vaikutukset.

Protelini A-IgG-konjugaattien in vivo -vaikutukset

Kolmelle koiralle, joilla olil itsesyntyisid kasvai-
mia, annettiin proteiini A-IgG-komplekseja (menetelmd 9,
taulukko XVIII), jotkavoli valmistettu inkuboimalla 1 mg
proteiini A:ta 3 ml:n kanssa autologista seerumia 30 minuut-
tia 27°C:ssa. Normaalia suolaliuosta lis#ttiin sitten anta-
maan secksen lopulliseksi tilavuudeksi 5 ml ja se tiputettiin
laskimonsisdisesti nopeudella 1 ml/minuutti. Infuusiot an-
nettiin 3-5 kertaa viikossa yhteensd 7-15 kdsittelynd. Pian
infuusioiden jdlkeen ndkyvissd kasvaimissa esiintyi veren-
tungosta ja ne turposivat. Toistuvien infuusioiden jdlkeen
havaittiin objektiivisia takautumia, kuten seuraavassa on
esitetty (taulukko XIII).

Taulukko XIII

Kaksiulotteinen tuote (cmz)

Rotu Ikd Kasvain Ennen TX Jdlkeen TX Muutos-—-%
villakoira 11 nisdrauhassyopd 17,7 10,0 44
Boston-

terrieri 12 nisdrauhassyopd 16,2 12,7 22
Beagle 7 imukudoskasvain 89,3 63,7 28

Prcteiini A-IgG-komplekseja, jotka sisdlsivat 100 /g
proteiini A:ta plus 25 ml autologista koiraseerumia, annet-
tiin yhdessd kaniini-anti-kasvain-anti-seerumin (20 ml) ja
tsymosanilla aktivoidun normaalin koiraseerumin kanssa (mene-
telmd 4, taulukko XIV) kahtena perdkkdisend pdividnd. Eldin-
ten annettiin levdtd kolmantena pdivdnd ja 4. pdivand anne-
taan syklofosfamidia ja/tai adriamysiinid. Tdstd oli seurauk-

sena akuutteja kasvainmyrkyllisid vaikutuksia kahdessa
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koirassa, joilla oli nisdrauhassydpd. Kun antamista jatket-
tiin, vdhentyivdt kasvaimet 50 %:1la kahdella koiralla
(taulukko XIV).

Taulukko XIV

Kaksiulotteinen tuote (sz)

Rotu Ikd Kasvain Ennen TX Jdlkeen TX Muutos-%
Cocker-

spanieli 5 nisdrauhassydpd 18,2 8,9 56,6
Schnauzer 8 nisdrauhassydpa 15,3 6,1 60,9

Normaaleista koilrageerumeista valmistettujen proteii-

ni A-IgG-konjugaattien in vivo -vaikutukset

Kun PACC-poistovirtauksen fysikaaliskemiallisista
tutkimuksista oli pddsty varmuuteen siitd, ettd proteiini
A-IgG-konjugaatteja poistui, yritettiin testata n&diden kon-
Jugaattien tehokkuus koirissa, joilla oli erilaisia itsesyn-
tyisid koirakasvaimia. Viidelle koiralle, joilla oli erilai-
sia itsesyntyisid kasvaimia, annettiin proteiini A-IgG-komp-
lekseja. Kaytetty PA-IgG-annos kehitettiin tutkimuksista
PA-IgG-mddristd, jotka saisivat aikaan ndkyvid morfologisia
muutoksia kasvaimessa ja PA/IgG-suhde kehitettiin in vitro
-tutkimuksista, joissa PA:IgG-suhteesta 1:100 oli seurauk-
sena myeloperocksidaasin ja ktepsiinien optimi vapautuminen
koiraneutrofiileistd. Nditd valmistettiin inkuboimalla pro-
teiini A:ta (5 /ug/lb) normaalin koiraseerumin (0,1 ml/1lb)
kanssa 60 minuuttia 37°C:ssa. Sitten lisHttiin normaalia suo-
laliuosta seocksen kokonaistilavuuden saamiseksi 10-15 ml:ksi
ja se tiputettiin laskimonsisdisesti nopeudella 1 ml/minuut-
ti. Infuusioita annettiin 2-4 kertaa viikossa, yhteensd 7-16
kdsittelyd. Pian infuusioiden jdlkeen kasvaimissa esiintyi
verentungosta Jja turvotusta. Toistuvien infuusioiden jdlkeen
havaittiin objektiivisia kasvaintakautumia, kuten on esitet-
ty taulukossa XV. Joissakin tapauksissa subterapeuttinen an-
nos kemoterapiaa lisdttiin infuusiohoitoon sen jadlkeen kun
kasvaimessa esiintyi PA-IgG-infuusioiden aiheuttamia tuleh-
duksellisia muutoksia. Myds ndissd olosuhteissa havaittiin

kasvaintakautumia, kuten taulukossa XVI on esitetty.
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Niinmuodoin tdmédn keksinndn yhtend kohtana on mene-
telm& isdnndn, jolla on sydpd, hoitamiseksi antamalla kas-
vainmyrkyllinen annos valmistetta, joka sitoutuu Fc:td si-
siltidvien valkosolujen Fc-reseptoriin aiheuttaen siten ai-
nakin yhden sytotoksisen aineen vapautumisen valkoisista ve-
risoluista.

Taulukko XV

Proteiini A~IgG-konjugaattitutkimukset

Koira Kasvain Kadsitte- Kaksiulotteinen tuote
nro lyjen cm2
Tukum. Ennen Jdlkeen Muutos-—%
1 Verisuonisarkooma 13 96 46 51,0
2  Nisdrauhassydpi 7 16,2 11,8 57,2
3 Imukudoskasvain 10 160,0 60,0 62,0
4 Nisdrauhassydpd 16 - 45,3 30,3 33,1
5 Imukudoskasvain 11 93,6 63,7 31,9

Taulukko XVI

Tutkimukset proteiini A-IgG-konjugaateista plus pien-

annos-kemoterapiasta

Koira Kasvain Kdsitte- Kaksiulotteinen tuote
nro lyjen cm2
lukum. Ennen Jdlkeen Muutos-%
1 Verisuonisarkooma* 12 86,0 4,0 96,0
2 Suomumainen solu- 15 60,0 10,0 86,0
syopa*
3 Syottdsolukasvain** 8 97,0 47,0 51,0

* Annettu adriamysiinid 25 mg/m2 yhtd annosta kohti 12 ka-
sittelyn jdlkeen.
**Annettu BcNu 1,7 mg/m2 yhtéd annosta kohti viiden kdsitte-
lyn jdlkeen.
Myrkyllisyystutkimuksia proteiini A-IgG-konjugaateil-

la normaaleissa koirissa

Koiralle kehitettiin malli konjugaattien, jotka oli-
vat perdisin vapaan proteiini A:n inkuboinnista koiraplasman
kangsa, myrkyllisten vaikutusten tutkimiseksi ja ndiden ha-
vaintojen saattamiseksi vastaavuussuhteisiin niiden kanssa,

jotka oli havaittu ja aikaisemmin selostettu tédssd esite-
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tyissid ihmistutkimuksissa. Ndissd tutkimuksissa yritettiin
luonnehtia tamdn reaktion patofysiologiaa, tutkia serologi-
sia vdlittdjid, tutkia farmakologisen salpauksen vaikutuk-
sia sekd muita menetelmid vasteen vaimentamiseksi ja lopuk-
si tehdd vertailuja ihmisen reaktion kanssa.

Tutkittiin neljd ryhmdd. Ryhmdlle 1 annettiin proteii-
ni A-IgG-konjugaatteja kolmen minuutin jakson ajan. Ryhm&l-
le 2 annettiin proteiini A-IgG-konjugaatteja 30 minuutin jak-
son ajan. Ryhmd 3 kdsitti koiria, joilta jyvdssolut oli ku-
lutettu loppuun ja joille annettiin sama hoito-ohjelma kuin
ryhmdlle 2. Ryhmdlle 4 annettiin histamiini-salpausl&ddkitys
ennen saman hoidon saamista kuin ryhmd 2.

Seuraavat parametrit tutkittiin:

(a) vasen kammio-DP/DT

(b} syddnsegmentin pituussupistuvuus

(c) keskimddrdinen valtimoverenpaine

(d) vasemman kammion systolisen verenpaineen huippu

(e) kiertdvd syddnvaltimovirtaus

(f) munuaisvaltimovirtaus

{(g) reisivaltimovirtaus

(h) keuhkovaltimovirtaus

Tulokset ovat osoittaneet, ettid proteiini A-IgG-konju-
gaattien nopealla infuusiolla kaikki edelld mainituista pa-
rametreistd poikkeavat nopeasti perusarvoistaan palautuen
hitaasti perusviivalle. Proteiini A-IgG-kompleksien hitaam-
malla infuusiolla tapahtuil kaikissa parametreissd jdlleen
alentumista huippujen esiintyessd 15 minuutin kuluttua ja
alenemat kestivdt 45-60 minuuttia ja palautuivat perusvii-
valle. Tdrkein ilmenemismuoto ndytti olevan alentuminen va-
semmassa kammio-DP/DT-suhteessa ja segmenttipituudessa se-
kundaaristen vaikutusten kohdistuessa keskimddrdiseen valti-
moverenpaineeseen. Jyvdssolupuutteesta koirilla, jotka sai-
vat saman hoidon kuin ryhmd8 2, oli seurauksena tarkkailtu-
jen syddn-verisuonivaikutusten vdhentyminen. Histamiini-
salpauksen kdytolld oli vdhdn vaikutusta syddn-verisuonivas-

teiden vaimentamisessa.
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Eri kudosten patologinen tutkimus infuusion jdlkeen -
bsoitti, ettd silmdénpistdvimmdt muutokset ndyttidvit olevan
keuhkossa, jossa on keuhkorakkulaturvotus ja solupurkautuma
keuhkorakkulatilaan.

Ndissd tutkimuksissa koiralla oli erilainen sydidn-
verisuoni-myrkyllisyysmalli kuin ihmiselld havaittiin. Ve-
rivirtauksen huonontuminen p&ddsuonissa ndyttdd johtuvan pie-
nentymisestd syddmen supistuvuudessa, kun taas tutkimukset
ihmisellada akuuttien tilojen aikana ndyttivdat lisdystd sydd-
men ulosvirtauksessa yhdessd pienentymisen kanssa systeemi-
sessd verisucnivastuksessa syyksi verenpaineen alentumiseen.
Kummassakin on todisteita muutoksista verisuonien ldpdise-

vyydessd.
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Taulukko XVII antaa lukuarvoja proteiini A:n vaiku-
tuksesta hemolyyttiseen tdyskomplementtiaktiivisuuteen ja
taulukko XVIII antaa lukuarvoja C3a:n ja CSa:n kehittymi-
selle synteettisisti komplekseista.

Edullinen suoritusmuoto: Tuote 4

(Hapotettuja kasvainta sisdltdvid seerumeita)

Autologisia seerumeita tai plasmaa isdnnistd, joilla
on kasvain, 4 ml/lb, hapotetaan pH 2,5:een lis&4m4lld pi-
saroittain 10N HCL ja pidetddn viisi minuuttia 27°C:ssa.
Seerumi neutraloidaan sitten nopeasti pH 7,4:88n lisd&amdlla
10N NaOH ja lingotaan 1 500 X g:ssi 30 minuuttia 4°C:ssa.
Sakan pddlld oleva seerumi poistetaan sitten ja annetaan las-
kimonsisdisestl nopeudella 1 ml/minuutti.

Muutokset ihmisen plasman pddaineosissa hapottamisen
ja nopean neutraloinnin j&dlkeen edelld esitetylld menetel-
mdlla on esitetty seuraavassa taulukossa XVIIIA. Taulukosta
n&hd&déan, etta kokonaisproteiini- ja globuliinijakeessa sekd
nyos fibrinogeenissd tapahtuu laskua, kun taas muut paramet-
rit pysyvdt pddasiallisesti muuttumattomina. Taulukossa
XVIIIB esitetddn vahentymdt ihmisen immunoglobuliineissa

G, M ja A plasman kdsittelemisen jdlkeen hapolla.
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Taulukko XVIIIA

Muutokset ihmisen plasma-ainecsissa hapottamisen

jédlkeen*
Parametri Yksikot Fnnen Jalkeen
Veren ureatyppl mg/dl 17,0 14
Kreatiniini mg /dl 1,4 1,3
Glukoosi mg /dl 380 331
Triglyseridit mg/dl 130 137
Virtsahappo mg /dl 94 90
Kalsium mg /dl 5,7 5,2
Fosfori mg/dl 7,6 6,1
Kokonaisproteiini , g/dl 10,0 8,5
Albumiini g/dl 5,3 4,5
Kokonaisbilirubiini mg/dl 3,8 3,8
Alkalinen fosfataasi milli IU/ml 37 15
SGOT milli YU/ml 8,0 15
LDH milli IU/ml 132 0
K Meq/L 3,3 2,9
co2 Meq/L 16,5 8,5
Protrombiiniaika 8 11,1 &dretdn
Fibrinogeeni Mg/dl 265 ei havaitta-
vissa
Trombiiniaika s 14 50
Tromboplastiini-osa-aika s 34 150

*Thmisen plasmaa kdsiteltiin lisddmdlld 10N HCl pH:n aset-
tamiseksi 2,5:een. Annettiin olla viisi minuuttia ja neut-
raloitiin nopeasti lisddmdlld 10N NaOH.

Taulukko XVIIIB

Muutokset ihmisen immunoglobuliineissa hapottamisen

jdlkeen

Nayte IgG (mg/dl) IgM (mg/dl) Igad (mg/dl)
Kisittelemdtdn 1 200 100 110
Hapotettu 860 100 ' 90

Autologinen hapotettu seerumi isdnnistd, joilla on
kasvain, osoittaa merkittdvda lisdystd kasvaimeen liitty-

vissd vasta-aineissa mitattuna epdsuoralla immunofluore-
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senssilld kdyttden jokaisen koiran omaa kasvainta substraat-
tina (taulukko XIX).
Taulukko XIX

Kasvaimeen liittyvdt vasta-aineet seerumeissa isdn-

nistd, joilla on kasvain*

Koira Tauti Kdsittelemdt- Hapolla kdsitel-
nro tomdt seeru- 1lyt seerumit
mit

1 Imukudoskasvain 10 000 20 000

2 Imukudoskasvain 10 000 30 000

3 Inukudoskasvain 10 000 40 000

4 Imukudoskasvain 10 000 20 000

5 Verisuonisarkoomna 100 50 000

*Luvut edustavat loppupistelaimennuksia, jotka antoivat po-
sitiiviset fluoresenssiseerumit koiran omaa kasvainsubstraat-
tia wvastaan.

Muutoksia kasvaimeen liittyvissd vasta-aineissa
koirien, joilla oli nisdsydpd, seerumeissa hapottamisen
jdlkeen testattiin radioimmunoanalyysissd, jossa kolra-nisa-
rauhassydvdn kudosviljelylinjaa kdytettiin kohteena ja 1251—
proteiini A:ta indikaattorina soluun sidotun koira-IgG:n
havaitsemiseksi. 10:ss4 testatussa seerumissa hapottamista
pH 2,5:een seurasi nopea neutralointi, mistd oli seuraukse-
na 120 ¥ 63 %:n (S.D.) lisdyksid kasvaimeen liittyvissd si-
toutumistasoissa yli kdsittelemdttomdn seerumin arvojen.

Ihmisen, jolla oli rintarauhassydpd, tdysseerumin
analyysi Sephadex G-200-kromatografialla ennen ja jdlkeen
hapottamisen osocitti seuraavaa: (a) hapotettu seerumi osoit-
ti suurta lisdystd ontelotilavuusproteiinissa ja suhteelli-
sen proteiinin tyhjentymisen sisdllytetyssd jakeessa ver-
rattuna kdsittelemdttdOmddn seerumiin, {b) kasvaimeen liit-
tyvd sitoutuminen mitattuna radioimmunoanalyysilld osoitti
948 %:n lisdystd sisdllytetyssd jakeessa ja 134 %:n lisdys-—
td ontelotilavuusijakeessa verrattuna késittelemdattOm&an
seerumiin.

Hapotetun tdysseerumin analyysi sakkaroosi-tiheys-

gradientti-ultrasentrifugoinnin jdlkeen osoitti, ettd
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Clg-sitoutumistasot olivat kohonneet 400 %:iin asti 75:44
suuremmissa jakeissa verrattuna kdsittelemdttdmddan seeru-
miin. Siten ndyttda silta, ettd kasvainta sisdltdvdn see-
rumin hapottamisesta on seurauksena lisdys kasvaimeen liit-
tyvissd vasta-aineissa ja suurmolekyylipainoisten proteii-
nien kehittyminen.

Hapotettu seerumi itsesyntyisten kasvaimien kdsitte-

lyssa

Autologista hapotettua seerumia koirista, joilla on
kasvain, annetaan tsymosanilla aktivoidun normaalin koira-—
geerumin kanssa 1. pdividnid ja uudelleen 24 tuntia mydShemmin
(2. pdivdnd). Eldimen annetaan levdtd 3. pdivdnad. 4. pdivind
annetaan syklofosfamidia laskimonsisdisesti (menetelmd 2,
taulukko XVIII). Tulokset tédstd hoidosta viidelld koiralla

on esitetty taulukossa XX.
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Erds tehokas muunnos, joka saa aikaan hyvin huomatta-
via kasvainmyrkyllisid vaikutuksia, on seuraava: L-asparagi-
naasia ja syklofosfamidia annetaan isidnndlle 1. pdividnd ja
kun kasvaimen maksimitakautuma saavutetaan, annetaan tsymo-
sanilla aktivoitua normaalia koiraseerumia (100 ml) ja auto-
logista esikdsittelyplasmaa (4 ml/lb), joka on hapotettu tai
tehty alkaliseksi ja seuraavana pdivénd annetaan L-asparagi-
naasia ja syklofosfamidia (menetelmd 5, taulukko XXII). Tu-
lokset on annettu seuraavassa taulukossa XXT.

Taulukko XXI

Kaksiulotteinen

tuote (cm2)

Koira Rotu Sairaus Ennen TX:n Vdhenty-
nro TX:44d jdlkeen mad %

1 Spanieli Imukudoskasvain 140 35 75

2 Beagle Imukudoskasvain 120 30 75

3 Villakoira Imukudoskasvain 70 35 50

Edullinen suoritusmuoto: Tuote 5 (Tsymosanilla akti-

voitu plasma)

Normaalin koiraseerumin antamisesta inkuboinnin j&l-
keen tsymosanin kanssa, aineen, jonka tiedetddn aktivoivan
komplementtisekvenssin ja kehittdvdn komplementtisivutuot-
teita, on ollut seurauksena seuraavat in vivo =-vaikutukset:

(a) verisuonien laajeneminen ja aleneminen verenpai-
neessa ja syddmen tihedlydntisyydessd;

{(b) siledn lihaksen kouristusta aiheuttavat vaikutuk-
set.

Ndiden vaikutusten voidaan osaksia katsoa aiheutuneen
komplementtisivutuotteista, nimittdin anafylatoksiineista C3a
ja Cbha.

Komplementin aktivoimiseksi normaalissa koiratdyssee-—
rumissa tsymosania (5 g) inkuboidaan seerumin (100 ml) kans-~
sa 10 minuuttia 27°C:ssa. Tsymosan poistetaan sitten linkoa-

malla 1 500 x g:ssd& 30 minuuttia. Seerumi, jonka komplement-

ti on aktivoitu, tiputetaan sitten laskimonsisdisesti isdntddn,

jolla on kasvain, nopeudella 10 ml/min.
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Eri menetelmisséd, joita kdytetddn itsesyntyisten koi-
rakasvainten hoitoon, on tsymosanilla aktivoitua normaalia
koiraplasmaa kadytetty terapeuttisena lisdmodaliteettina. Kas-
vainmyrkyllisid tai kasvainta takauttavia vaikutuksia on il-
mennyt, kun tsymosanilla aktivoitua koiraplasmaa on annettu
vhdessd (a) kasvainimmunoglobuliinivalmisteen, (b) proteiini
A-IgG-kompleksien ja (c¢) hapotetun tai emdksiseksi tehdyn
plasman kanssa. Kasvainmyrkyllisid vaikutuksia tai takautu-
mia on havaittu, kun L-asparaginaasia, svklofosfamidia tai
adriamysiinid annetaan pian jokaisen ndistd tuotteista anta-
misen jdlkeen.

Edullinen suoritusmuoto: Proteiini A

Proteiini A on Staphylococcus aureus cowans I:n solu-
seindn aineosa ja silld on kyky reagoida monien nisdkidsla-
jien Fc-alueen tai immunoglobuliinien kanssa. Kun sitd in-
jektoidaan koiriin, joilla on kasvain, on havaittu kasvain-
vastaista vaikutusta. Proteiini A:ta infusoitiin 10-80

/ug/kg:n annoksissa (menetelmd 8, taulukko XXII). Tdstd on

0llut seurauksena lyhytaikaisia 5-20 %:n kasvaintakautumia

neljdssd eldimessd, kun taas yhdessd muussa ndkyi kasvain-
myrkyllistd vastetta. Kahdessa muussa ei ndkynyt mitddn vai-

kutusta.

Moniulotteinen immunoterapia

Ndiden tuotteiden kdytdstd yksinddn, yhdistelm&nd
toistensa kanssa taili erilaisten kemoterapeuttisten aineiden
kanssa on ollut seurauksena hyvin olennaisia kasvainvastai-
sia reaktioita ja kasvaintakautumia koirissa, joilla on eri-
laisia itsesyntyisid kasvaimia. Menetelmdt, joita on kidytet-
ty ndiden vaikutusten aikaansaamiseksi, on esitetty taulu-
kossa XXII ja eri tuotteiden kdyttd ndissd menetelmissd ja

saadut tulokset on selostettu edullisissa suoritusmuodoissa.
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Tdma keksintd sopii siten hyvin ja on sovitettu ta-
voitteiden saavuttamiseksi ja silld on mainitut edut ja omi-
naispiirteet sekd my®s muita, jotka tadssd ovat luontaisia.
Samalla kun kaikki tdssd annetut esimerkit ovat itsesyntyi-
sille kasvaimille koirissa, olisi kdsitettdvid, ettd ndmd .
kasvaimet edustavat tunnustettuja ja erinomaisia malleja
niiden vastineista ihmisilld. Terapeuttinen menestys koira-
mallissa kdyttden proteiini-kollodiumhiili-systeemid (17, 19)
siirrettiin &skettdin ihmisille, joissa objektiivisia kas-
vaintakautumia havaittiin neljidssd ensimmdisestd viidestd
perdkkdisestd hoidetusta potilaasta (20). Siten t&dssd esi-
tetyn tiedon koirista, joilla on kasvaimia, odotetaan olevan
menestystd ennustava, kun kohdemenetelmid ja yhdistelmid kd&y-
tetddn yhtd hyvin ihmisiin, joilla on itsesyntyisid kasvai-
mia.

Vaikka té@min keksinndn selitys on esitetty nimenomai-
sesti kdyttden happokdsittelyd dissosioivana menetelménd,
olisi ymmdrrettdvd, ettd muita alalla tunnettuja samanarvoi-
sia dissosioivia menetelmid, kuten edelld ldhemmin on selos-
tettu, pidetddn osana tdtd keksintdd ja voidaan kayttidd,

kuten alaan perehtynyt helposti ymmdrtad.
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Patenttivaatimukset:

1. Kasvainimmuunivalmiste, t unn e t t u siitd,
ettd se kdsittdd plasmaa normaalista isdnndstd tai isdnnds-
td, jolla on kasvain, jolla plasmalla on seuraavat ominai-
suudet

(a) se koostuu vallitsevasti IgG:std ja IgM:std ja
plenemmistd middristd albumiinia,

(b} Clg-sitoutuminen jakeissa, jotka sedimentcoituvat
7S:n toisella puolella sakkaroosi-tiheysgradientilla,

(c) kun sitd infusoidaan isdntd&n, jolla on kasvain,
on tuloksena kasvainmyrkyllisid reaktioita,

(d) kun sitd verrataan kdsittelemdttomddn rikastet-
tuun immunoglobuliini-poistovirtaukseen, joka saadaan tdmidn
plasman pakkovirtaus-sdhkt6foreesista, silld on alentuneet
IgG-, IgM- ja immuunikompleksien tasot sekd lisdantynyt
Clg-sitoutuminen jakeissa, jotka sedimentoituvat 7s:n toi-
sella puolella sakkaroosi-tiheysgradientilla, ja

(e) kun plasma on isdnndstid, jolla on kasvain, ovat
kasvainspesifisten vasta-aineiden tiitterit suurempia kuin
20 000.

2. ZKasvainimmunoglobuliinivalmiste, joka on perdisin
normaalista isd@nndstd tail isdnndstd, jolla on kasvain, ja
joka on t unnet tu seuraavista ominaisuuksista

(a) se koostuu immunoglcbuliini G:std ja pienestd
madrdstd IgA:ta ja on pddasiallisesti vapaa IgM:std ja komp-
lementista,

{(b) se osoittaa lisddntynyttd Clg:ta sitovaa IgG:td
sedimentoitumisjakeissa, jotka ovat 7S:n toisella puolella
sakkaroosi~tiheysgradientilla,

{(c) silld on vdhdinen anti-komplementaarinen aktii-
visuus,

(d) kun sitd annetaan isdnnille, joilla on kasvain,
on seurauksenakasvainmyrkyllisid reaktioita, ja

(e) verrattuna hapottamattomaan Cohn-fraktionoituun
gammaglobuliiniin, silld on alemmat IgG- ja IgA-tasot, 1li-

sddntynyt Clg-sitoutuminen jakeissa 7S:n toisella puolella,
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(f) kun t&m8 valmiste on perdisin is&nndstd, jolla
on kasvain, silld on kohonneet kasvainspesifiset vasta-aine-
tasot ja vdhemmé&n anti-komplementaarista aktiivisuutta.

3. Proteiini A-IgG-valmiste, t unnet tu seu-
raavista ominaisuuksista

(a) se koostuu vallitsevasti IgG:n raskas- ja kevyt-
ketjuista ja proteiini A:sta polyakryyliamidi-geeli-sihko-—
foreesilla,

(b) se tunnistetaan raskaissa sedimentoituvissa 7S tai
>78 jakeissa sakkaroosi-tiheysgradientilla kasvaneen Clg-si-
tomisaktiivisuuden kanssa, .

(c} se dissosioituu pienempimolekyylipainoisiksi si-
toviksi Clg-osasiksi happamissa olosuhteissa,

(d) se voidaan saostaa 5-%:isella polyeteeniglykolil-
la tai muilla alaan perehtyneiden tuntemilla immunoglobulii-
nin saostusmenetelmilli,

(e) silld on anti-komplementaarinen aktiivisuus,

(f). se estdd Fc:std riippuvan imusoluruusukkeen muo-
dostumisen,

(g) se saa neutrofiilit kasautumaan yhteen ja vapaut-
tamaan myeloperoksidaasia, katepsiinia ja superoksidi-anio-
neja,

(h) se aiheuttaa koira-erytrosyyttien agglutinaation,

(1) se aiheuttaa komplementin aktivoitumisen, jolloin
kehittyy anafylatoksiineja,

(j) se aiheuttaa ei-spesifisestd komplementista riip-
puvaa koiran nisdrauvhassydpdsolujen, hiiri-L-solujen ja ih-
misen erytrosyyttien sytotoksisuutta, ja

(k) se kehittyy plasman vuorovaikutuksesta joko va-
paan tai ei-kovalenttisesti sidotun proteiini A:n kanssa
komplementista riippumattomalla mekanismilla ja sitd ei ole
ldsnd kdsittelyd edeltdvissd seerumissa.

4. Proteiini A-IgG-valmiste, tunnettu seu-
raavista ominaisuuksista

(2} se koostuu vallitsevasti IgG:n raskas- ja kevyt-
ketjuilsta Ja proteiini A:sta polyakryyliamidigeeli-sdhkofo-

reesilla,
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(b) se tunnistetaan raskaissa sedimentoituvissa 7S-
tal >75-jakeissa sakkaroosi-tiheysgradientilla lisdintyneen
Clg-sitomisaktiivisuuden kanssa,

(c) se dissosioituu pienempimolekyylipainoisiksi si-
toviksi Clg-osasiksi happamissa olosuhteissa, ‘

(d) se voidaan saostaa 5-%:isella polyetyleeniglyko-
lilla tai joillakin muilla alaan perehtyneiden tuntemilla
menetelmilld immunoglobuliinien saostamiseksi,

(e) silld on anti-komplementaarinen vaikutus,

(f) se estdd Fc:std riippuvan imusoluruusukkeen muo-
dostumisen,

(g) se saa neutrofiilit vapauttamaan myeloperoksi-
daasia, katepsiineja ja superoksidianioneita,

(h) se saa aikaan koiraerytrosyyttien agglutinaation,

(1) se sisdltdd vasta-aineita, jotka sdilyttdvit an-
tigeeni-affiniteettinsd ja joilla on suhteellisesti lisd&dn-
tyneet sytotoksiset kyvyt komplementin l&snidollessa ja

(j) kun sitd infusoidaan isdntiin, joilla on kasvain,
proteiini A~IgG-kompleksien eri moolisuhteilla, on seurauk-
.sena kasvainmyrkyllisid reaktioita ja kasvaintakautumia.

5. Kasvain-immuuni plasmavalmiste, tunnettau
seuraavista omilnaisuuksista

{a) kasvaimeen liittyvien vasta-aineiden tiitterit
mddritettynd epdsuoralla immunogluoresenssilla ovat suurem-
pia kuin 10 000 3ja 50 00Q0:een asti,

(b) kasvaimeen 1iittyvdt sitoutumistasot mddritettyind
radioimmunoanalyysilld lisddntyvdt 85 % yli kdsittelemdttOmé&n
plasman tasojen,

(c) lisdyksestd Clg-sitoutumisessa jakeissa, jotka
sedimentoltuvat 7S5:n toisella puolella sakkarocosi-tiheys-
gradientilla,

(d) lisdvksestd ontelotilavuudessa ja vahennyksesta
sisdllytetyissd fraktioproteiineissa Sephadex G-200:11la,

(e) kun sitada infusoidaan isdntiin, joilla on kasvain,

on tdstd kasvainimmuuniplasmasta seurauksena kasvainmyrkyl-

lisid reaktioita, ja
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(f) kun sitd verrataan nautaplasmaan, tdlld kasvain-
immuuniplasmalla on alentuneet IgG-, IgM-, IgA- ja fibrino-
geenitasot, lisdantynyt Clg-sitoutuminen raskaissa sedimen-
toituvissa jakeissa ja kohonneet proteiinitasot kromatogra-
foitaessa G=-200:1la ontelotilavuudessa alentunein tasoin
sisdllytetyissd jakeissa.

‘ 6. Menetelmd patenttivaatimuksen 1 mukaisen valmis-
teen tuottamiseksi, t unnettu siitd, ettd plasma
saatetaan sdhkOiseen kenttdidn ja altistetaan s&hkdévirralle
antamaan plasmasta poistovirtaus, jossa on immunoglobuliine-
ja sisdltdvd rikastunut jae, saatetaan polistovirtaus joko
hapotukseen tai se tehdddn emdksiseksi riittdvidsti antigeeni-
vasta-aine-kompleksien dissosioimiseksi vapauttaen siten 7
kasvain~spesifisid vasta-aineita, poistovirtaus neutraloi-
daan, ja neutraloidusta poistovirtauksesta suodatetaan sakat.

7. Menetelmi patenttivaatimuksen 2 mukaisen valmis-
teen tuottamiseksi, t unnet tu siitd, ettd hapote-
taan gammaglobuliinil normaalista seerumista tai seerumista,
jossa on kasvainta, hapotettu gammaglobuliini neutraloidaan
ja sakka suodatetaan eroon neutraloidusta gammaglobuliinista.

8. Menetelmd patenttivaatimuksen 3 mukaisen valmis-
teen tuottamiseksi, tunnet tu siitd, ettd proteiini
A-TgG-kompleksi eristetddn kasvainta sisdltdvdstd tai nor-
maalista plasmasta perfuusion jdlkeen liikkumattomaksi tehdyn
Staphylococcus aureus -proteiini A:n l&pi saostamalla pro-
teiini A-TgG-kompleksi perfusoidusta plasmasta.

9. Menetelmd patenttivaatimuksen 3 mukaisen valmis-
teen tﬁottamiseksi, tunnettu siitd, ettd proteiini
A:ta inkuboidaan IgG:n kanssa.

10. Menetelmd patenttivaatimuksen 3 mukaisen valmis-
teen tuottamiseksi, t unnet tu siitd, ettd proteiini
A:ta inkuboidaan IgG:n kanssa ja eristetddn syntynyt proteii-
ni A-IgG-kompleksi.

11. Menetelmd patenttivaatimuksen 10 mukaisen val-
misteen tuottamiseksi, t unnet tu siitd, ettd IgG:lla

on kasvainspesifisyys.
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12. Menetelmd patenttivaatimuksen 6 mukaisen valmis-
teen tuottamiseksi, t unne t tu siitd, ettd seerumia
normaalista isdnndstd tai isdnndstd, jolla on kasvain, inku-

boidaan tsymosanissa ja tsymosan sitten poistetaan.



12. Menetelmd patenttivaatinmuksen 6 mukaiszsen valmisg-

A

teen tuottamiseksi, t unne t tu giitd, ettd scevrumia
normaalista igdnndstd tai isdnndstd, jolla on kaszvain, inku-

boidaan tsymosanissa ja tsymosan sitten poistetaan.

5 13. Patenttivaatimuksen 13 mukalnen valmiste, t uw n -
nettu siitd, ettd proteiini A-TgG-valmistcen valmistuk-
seen kdytetty proteiini A sisgdltdd stafylokokkienterotok-
siineja.

14. Patenttivaatimuksen 3 mukainen valmiste, t un -
10 nettu siitd, ettd proteiini A-IgG-valmisteeen valmistuk-

seen kdytetty proteiini A sisdltdd stafylokokkienterotok-

siineja A, B, C, E ja F.
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Patentkrav:

1. TumOrimmunpreparat, Kk @ n ne t e c knat
ddrav, att det omfattar plasma fradn en normal eller en
tumdrbdrande vdrd, varvid plasmat har nedanstaende egen-
skaper,

(a) bestédr dvervidgande av IgG och IgM med mindre
médngder av albumin

(b) har Clg- bindning i fragtioner, vilka sedi-
menterar 7S 1 sackarostdthetsgradienten,

(c) resulterar i tumdricidana reaktioner vid in-
fusion i den tumdrbdrande vdrden,

(d) vid jamfbrelse med obehandlat, anrikat immuno-
globulinutfl&de, vilket deriverats vid tvangsstrdmmad e-
lektrofores av det ndmnda plasmat, uppvisar reducerade
halter av IgG, IgM och immunokomplex samt Okad Clg-bind-
ning i fraktionerna som sedimenterar bakom 7S i sacka-
rostdthetsgradienten, och

(e) d& plasmat hdrstammar fran en tumdrbirande
vdrd, uppvisar titer av tumSrspecifika antikroppar Sver-
stigande 20,000.

2, Tummdérimmunoglobulinpreparat, kK 3 n n e-

t ecknat ddrav, att det deriverats frdn en normal
eller en tumdrbidrande vdrd och har nedanstdende egenska-
per.

(a) omfattar immunoglobulin G med en mindre miangd
av IgA och &r vdsentligen fritt fran IgM och komplemenf,

(b) uppvisar Okad Clg-bindande md&ngderrIgG i se-
dimenterande fraktioner bakom 7S i sackarostédthetsgra-
dienter,

(c) har minimal anti-komplementdr aktivitet,

(d) resulterar i tumdricidala reaktioner vid admi-
nistration at tumdrbidrande viadrder, och

(e) i j&dmforelse med icke surgjort Cohn-fraktio-
nerat gammaglobulin, har l&gre halter av IgG och Iga,

6kad Clg-bindning i1 fraktioner bakom 7S, och
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(f) d& det ndmnda preparatet deriverats frén en
tumdrbidrande vdrd, har 6kade halter av tumdrspecifika an-
tikroppar och mindre anti-komplementdr aktivitet.

3. Proctein-A-IgG-preparat, k @& nne tecknat
dérav, att det har nedanstaende egenskaper

(a) omfattar Overvdgande tunga och lidtta IgG-ked-
jor och protein A genom polyakrylamidgelelektrofores,

(b) identifieras av tunga sedimenterande 7S-
eller > 7S-fraktioner i sackarost&dthetsgradienten med 8kad
Clg-bindande aktivitet,

(c) dissocierar i Clg~bindande fragment med l&dgre
molekylvikt under sura fOrhallanden,

(d) kan utfdllas med 5%:ig polyetylenglykol eller
andra immunoglobulin-utfdllande procedurer som dr k&nda
inom denna teknik,

(e) har antikomplementdr aktivitet,

(f) h3mmar av Fc beroende lymfosytrosettebildning,

(g} inducerar neutrofiler f&r aggregering och fri-
gbring av myeloperoxidas, katepriner och superoxidanjoner,

(h) inducerar hemagglutination av hund-erytocyter,

(i) inducerar komplementaktivering under bildande
av anafylatoxiner,

() inducerar av icke specifika komplement beroende
cytotoxitet av lymadenokarcinoma celler av hund, L-celler
av mbss och mdnskliga erytrocyter, och

(k) bildas genom vdxelverkan mellan plasma och an-
tingen fritt eller icke-kovalent bunder protein A genom
komplementoberoende mekanism och &r ej ndrvarande i for-
behandlingsserum.

4. Protein-A-IgG-preparat, k d nne t e cknat
ddrav, att det har nedanstdende egenskaper

(a) omfattar Overvdgande tunga och litta IgG-ked-
jor och protein A genom polyakrylamidgelelektrofores,

(b) identifieras av tunga sedimenterande 7S- el-
ler »7S-fraktioner i sackarostethetsgradienten med dkad
Clg-bindande aktivitet,
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(c) dissocierar i Clg~bindande fragment med l3gre
molekylvikt under sura forhallanden,

(d) kan utfidllas med 5%.tig polyetylenglvkol eller
andra immunoglobulin-utf&llande procedurer som dr kd&nda in-
om denna teknik,

(e) har antikomplementdr aktivitet,

(f) h3mmar av Fc beroende lymfosytrosettekildning,

(g) inducerar neutrofiler for frigdring av myelope-
roxidas, katepsiner och superoxidanjoner,

(h) inducerar hemagglutination av hund-erytrocyter,

(1) inneh&ller antikroppar, vilka bevarar sin anti-
genaffinitet och har relativt Okade cytotoxiska egenskaper
i ndrvaro av komplement, och

(jJ) resulterar i tumdricidala reaktioner och tumdr-
regressioner vid infusion i tumdrbdrande vidrdar vid skilda
molgrader av protein-A-IgG-komplex.

5. Tumdrimmunplasmapreparat, k d nne t e cknat
ddrav, att det har nedanstaende egenskaper

(a) har titrar av tumdrassocierade antikroppar fréan
10,000 upp till 50,000 vid indirekt immunofluorescens,

(b) har tumbrassocierade bindningsnivder, vilka genom
radioimmunomdtning 6verstiger nivderna i obehandlad plasma
med 85%,

(c) har 6kad Clg-bindning i fraktioner som sedimente-
rar Oover 7S 1 sackarostdthetsgradienten,

(d) har okad hdlrumsvolym och uppvisar minskad inklu-
dering av fraktionsproteiner pa& Sephadex G-200,

(e) vid infusion i tumbrbdrande vdrdar, resulterar
det tumdrimmuna plasmat i tumdricidala reaktioner, och

(f) vid jé&mfdrelse med boskapsplasma har det tumdr-
immuna plasmat minskade grader av IgG, IgM, TgA och fibri-
nogen, dkad Clg-bindning i tunga sedimenterande fraktioner
och Okade proteinhalter som kromatograferar vid G-200 i hal-
rumsvolym med sdnkta nivder av inkluderade fraktioner.

6. forfarande fOr framstdllning av preparatet enligt

patentkravet 1, k &nne tecknat dirav, att
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plasmat utsétﬁs f6r ett elektriskt f&lt och en strdm

som kan drivas fdr att frdn plasmat erhdlla ett utfldde
med en anrikad fraktion, vilken innehdaller immunoglobu-
liner,

utflddet utsdtts fOr surgdring och alkalisering i till-
rdcklig grad for att dissociera antigen-antikroppkomplex,
varigenom de tumdrspecifika antikropparna frigtrs,
utfldder neutraliseras, och

fdllningarna filtreras fran det neutralicerade utflddet.

7. Forfarande for framstdllning av preparatet enligt
patentkravet 2, k @ nnetecknat dé&rav, att
gamma-globulin fradn ett normalt eller ett tumSrbirande se-
rum surgdrs,
det surgjorda gamma-globulinet neutraliseras, och
fdllningar filtreras fran det neutraliserade gamma-globu-
linet.

8. Forfarande for framstdllning av preparatet en-
ligt patentkraet 5, k & nnetecknat didrav, att
protein-A-IgG~komplexet fran ett tumdrbirande eller nor-
malt plasma isoleras efter perfusion Over immobiliserat

staphylococcus aureus-protein A genom utfdllning av pro-

tein A-IgG-komplexet fran det perfuserade plasmat.

9. Forfarande for framstdllning av preparatet en-—
ligt patentkravet 3, k @ nne t e cknat ddrav, att
protein A inkluderas med IgG.

10. Forfarande fOr framstdllning av preparatet en-
ligt patentkravet 3, k d nne tecknat ddrav, att
protein A inkuberas med IgG och det resulterande protein
A-IgG-komplexet isocleras.

11. Fdrfarande f&r framst&llning av preparatet en-
ligt patentkravet 10, k @& nnetecknat dirav, att
IgG har tumdrspecifisitet.

12, Forfarande f6r framstdllning av preparater en-
ligt patentkravet 6, Xk & nnet e cknat dirav, att
serum fradn en normal eller en tumdrbdrande vird inkuberas

i zymosan, och att zymosanet ddrefter avldgsnas.
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Proteiini A:n, joka on eristetty seeru-
mista perfuusion jalkeen proteiini A~
kollodiumhiilen ylitse, PAGE-profiili
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